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RESUMO 
Os compostos bioativos são metabolitos secundários que ocorrem em pequenas 
quantidades nas plantas. Para além de atuarem como sistema de defesa, estes compostos 
também contribuem para o bem-estar humano, devido à sua eficiente ação antioxidante, 
anticancerígena, antimicrobiana, entre outros. Neste trabalho, foram analisadas a 
composição bioativa e a atividade antioxidante de 11 amostras vegetais, tipicamente, 
consumidas na RAM, nomeadamente a beterraba, cebola roxa e amarela, cenoura laranja 
e branca, agrião, brócolos, espinafres, alho, tomate e tomate inglês. Através dos extratos 
metanólicos obtidos destas matrizes, quantificou-se o teor total dos compostos fenólicos, 
de flavonoides, de antocianinas, de betalaínas e de carotenoides. A capacidade 
antioxidante foi, igualmente testada através dos métodos DPPH, ABTS e FRAP, tendo-
se verificado maior atividade nas amostras de cebola roxa, tomate inglês e beterraba. 
Utilizando a metodologia de extração QuEChERS seguida de análise por cromatografia 
líquida de ultra-eficiência (UHPLC), foi possível identificar e quantificar alguns 
polifenóis da polpa destas matrizes, onde a catequina e os ácidos gentísico e ferúlico 
foram os polifenóis mais abundantes. Adicionalmente, efetuou-se o estudo da composição 
volátil destas amostras, com recurso à microextração em fase sólida (HS-SPME) seguida 
de análise por cromatografia em fase gasosa acoplada à espetrometria de massa (GC-MS). 
Foram identificados 320 compostos voláteis pertencentes a diferentes famílias químicas. 
Com base nos resultados obtidos, verificou-se que os compostos terpénicos são 
predominantes na beterraba (61%), na cenoura laranja (58%) e na cenoura branca (61%), 
enquanto que os compostos organossulfurados foram encontrados quase exclusivamente 
nas amostras de cebola, alho e agrião. Os álcoois e aldeídos são os grupos de compostos 
voláteis predominantes nos brócolos e nos espinafres, enquanto que os frutos da família 
Solanaceae, são caraterizados por ésteres, no caso do tomate inglês, e aldeídos no caso 
do tomate. 
Palavras-chaves: compostos bioativos; capacidade antioxidante; cromatografia liquida 
de ultra-eficiência; cromatografia gasosa acoplado a espetrometria de massa 
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ABSTRACT 
Bioactive compounds are secondary metabolites that occur in small amounts in 
plants. In addition to acting as a defense system, these compounds also contribute to 
human well-being, due to its efficient antioxidant, anticancer, antimicrobial action, 
among others. In this work, the bioactive composition and antioxidant capacity of 11 
vegetables samples typically consumed in RAM, namely, beetroot, red and yellow onion, 
orange and white carrots, watercress, broccoli, spinach, garlic, tomato and tamarillo, were 
determined. The methanolic extracts obtained from these matrices, was used to quantify 
the total content of the phenolic compounds, flavonoids, anthocyanins, betalains and 
carotenoids. The antioxidant capacity was also measured by three different methods: 
DPPH, ABTS and FRAP. The highest antioxidant capacity was determined for red onion, 
tamarillo and tomato. Using the QuEChERS extraction methodology combined with 
liquid chromatography of ultra-efficiency (UHPLC), it was possible to identify and 
quantify some polyphenols. Catechin and gentisic and ferulic acids were found the most 
abundant polyphenols. Additionally, the volatile composition of these samples was 
studied using solid phase microextraction (HS-SPME) followed by gas chromatography 
coupled to mass spectrometry (GC-MS). 320 volatile compounds were identified and 
grouped into different chemical families. Based on the results, terpenic compounds were 
found the most predominat group in beetroot (61%), orange carrot (58%) and white carrot 
(61%), while organosulfur compounds are dominant in onion, garlic and watercress. 
Regarding to broccoli and spinach, these vegetables are, essentially, constituted by 
alcohols and aldehydes, while fruits of Solanaceae family are characterized by esters, in 
tamarillo, and aldehydes in tomato. 
Keywords: bioactive compounds; antioxidant capacity; ultra-efficient liquid 
chromatography, gas chromatography coupled to mass spectrometry 
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1. INTRODUÇÃO 
Nos últimos anos, tem-se observado um crescente interesse no estudo dos 
benefícios dos alimentos na saúde humana. A presença de determinados compostos 
bioativos em certos alimentos, parecem contribuir para as suas propriedades funcionais 
permitindo prevenção acrescida no desenvolvimento de determinadas doenças. 
As frutas e os vegetais são fontes naturais de fibras, vitaminas, sais minerais e um 
grande número de compostos fitoquímicos responsáveis pelas suas propriedades bioativas 
e organoléticas [1]. Recentemente, inúmeros estudos científicos têm demonstrado que o 
consumo regular destes alimentos está diretamente relacionado com a diminuição de 
riscos associados às doenças crónicas, como as doenças coronárias [2, 3], alguns tipos de 
cancro [4, 5] e doenças neurológicas [6, 7]. Na verdade, a maioria destes efeitos benéficos 
estão associados à composição fitoquímica com capacidade antioxidante que interage 
com os radicais livres prevendo o dano oxidativo celular [8, 9].  
Entre a vasta gama de compostos químicos que constituem as frutas e os vegetais, 
os polifenóis e os carotenoides são as classes predominantes que apresentam atividade 
antioxidante [10]. O poder antioxidante destes compostos em alimentos de origem vegetal 
depende, essencialmente, da sua estrutura química e da sua concentração. Além disso, a 
quantidade destas substâncias em vegetais é, amplamente, influenciada por fatores 
genéticos e condições ambientais, além do grau de maturação e variedade da planta [11]. 
Com base nestas evidências científicas surge o presente trabalho, cuja finalidade 
foi investigar o teor de compostos bioativos assim como o potencial antioxidante das 
frutas e dos vegetais produzidos na Região Autónoma da Madeira (RAM). Em 
consequência do terreno fértil e do clima subtropical, a RAM é, tradicionalmente, uma 
região agrícola, sendo este um dos setores dominantes da economia madeirense [12]. 
Entre a diversidade de produtos hortícolas produzidos na região o agrião, os brócolos, a 
cenoura, o alho, o espinafre, a beterraba, o tomate e a cebola constituem a base elementar 
da dieta do povo madeirense. Neste sentido, e face aos escassos trabalhos a nível regional, 
pretende-se que este trabalho possa contribuir para uma melhor caraterização química dos 
frutos e vegetais produzidos na região e valorizar as potencialidades destes alimentos. 
Por conseguinte, este trabalho teve como objetivo a determinação de compostos 
bioativos nomeadamente compostos fenólicos, flavonoides, antocianinas e carotenoides 
em frutos e vegetais produzidos na RAM, assim como, a avaliação da sua atividade 
antioxidante. De modo a complementar o estudo, foi efetuada a validação de um método 
 18 
 
analítico para a quantificação de polifenóis, baseado na extração por QuEChERS seguida 
de análise por cromatografia líquida de ultra eficiência com detetor de fotodiodos 
(UHPLC-PDA). Paralelamente a este estudo, a análise do perfil volátil das frutas e dos 
vegetais foi igualmente efetuado através da microextração em fase sólida (SPME) seguida 
de análise por cromatografia em fase gasosa acoplada a espetrometria de massa (GC-MS). 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
2.1. Metabolismo secundário em vegetais  
As plantas produzem uma vasta gama de compostos orgânicos que podem ser 
classificados de acordo com o tipo de metabolismo – primário ou secundário. Os 
metabolitos primários desempenham funções vitais nas plantas, tais como a fotossíntese, 
a respiração celular e o transporte de solutos. Os compostos envolvidos neste 
metabolismo possuem uma distribuição universal nas plantas, ou seja, são encontrados 
em todo o reino vegetal. Em contrapartida, os metabolitos secundários não possuem uma 
distribuição universal, sendo os compostos orgânicos produzidos, restritos a uma espécie 
ou grupo vegetal. Estes metabolitos, por sua vez, têm como função atuar como um sistema 
de proteção contra potenciais inimigos dos vegetais, tais como herbívoros e 
microrganismos patogénicos. 
Muitos destes metabolitos são pigmentos, os quais proporcionam cor às flores e 
aos frutos atraindo organismos benéficos como polinizadores e animais dispersores de 
sementes, como agente alelopático, protetores da exposição da luz ultravioleta e 
deficiência de minerais [13-15]. 
Existem três grandes grupos de metabolitos secundários originados pela 
biossíntese do metabolismo primário: o grupo dos terpenos que derivam do ácido 
malónico ou do piruvato e 3-fosfoglicerato, o grupo dos compostos azotados derivados 
de aminoácidos aromáticos, como o triptofano e a tirosina (os quais, por sua vez, derivam 
do ácido chiquímico) e de aminoácidos alifáticos como a ornitina e a lisina, e por último 
o grupo dos compostos fenólicos (derivados do ácido chiquímico ou ácido malónico) [14, 
16]. Na Figura 1 encontra-se exemplificada a origem biossintética dos metabolitos 
secundários.  
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Figura 1. Esquema das inter-relações entre os metabolismos primários com os metabolitos 
secundários (adaptado de Lincoln [14]). 
2.1.1. Terpenos  
Os terpenos, ou terpenóides, constituem o maior grupo de metabolitos secundários 
presentes na natureza encontrando-se largamente difundidos na maioria das espécies 
vegetais. Estes compostos são biossintetizados a partir de metabolitos primários e 
desempenham papéis fundamentais na atividade biológica, atuando principalmente como 
antibacterianos, antivirais, espasmolíticos e/ou anticarcinogénicos [15, 17, 18].  
A diversidade estrutural dos terpenos é tão vasta, que incluem compostos 
acíclicos, monocíclicos e policíclicos [19]. Geralmente, este grupo de compostos é 
classificado de acordo com as unidades isopreno que constituem a sua estrutura química 
dividindo-se, assim, em monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), 
triterpenos e esteroides (C30) e tetraterpenos (C40) [16, 18]. 
Alguns terpenos são considerados metabolitos primários por estarem relacionados 
com o crescimento e desenvolvimento dos vegetais. A giberelina, por exemplo, é um 
diterpeno que exerce um papel importante no crescimento das plantas, ao passo que os 
esteróis, que são derivados dos triterpenos, encontram-se essencialmente nas membranas 
celulares. Os carotenoides, por sua vez, apresentam uma estrutura tetraterpenica e são 
responsáveis pela pigmentação vermelha, amarela ou alaranjada de muitas espécies 
vegetais assim como, pela proteção dos tecidos contra a fotoxidação causada pela 
radiação UV [14, 16]. Os carotenoides, são na verdade uma das classes mais abundantes 
CO2
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nas frutas e nos vegetais [16]. Dos mais de 600 carotenoides conhecidos atualmente, 
aproximadamente 50 são precursores da vitamina A [20].  
De acordo com a sua estrutura química, os carotenoides são divididos em duas 
grandes famílias, nomeadamente, os carotenos que são caraterizados pela sua longa 
estrutura apolar, formada por átomos de carbono e hidrogénio, como por exemplo, o beta-
caroteno encontrado frequentemente nas cenouras, o licopeno encontrado em diversas 
variedades de tomate e a luteína encontrada sobretudo nos vegetais verdes; e as xantofilas 
que são carotenóies polares formados por diversos grupos oxigenados como os grupos 
hidroxilo e carbonilo. Dentre a família das xantofilas, a zeaxantina, frequentemente 
encontrada nos brócolos e na couve de bruxelas, e a criptoxantina, encontrada 
predominantemente na laranja, na tangerina e na papaia, são provavelmente as xantofilas 
mais abundantes na natureza [16, 21, 22]. 
2.1.2. Compostos azotados  
 Muitos dos metabolitos secundários possuem nitrogénio na sua estrutura, os quais 
são sintetizados a partir de aminoácidos aromáticos. Nesta categoria, incluem-se os 
alcaloides e os glicosídeos cianogénicos que atuam na defesa das plantas contra parasitas 
e herbívoros, apresentando assim, um alto grau de toxicidade para além das suas 
propriedades medicinais. Os alcaloides sintetizados a partir de aminoácidos como lisina, 
tirosina e triptofano (e.g. morfina) possuem efeitos no sistema nervoso central e no 
sistema nervoso parassimpático [14, 16, 23]. O grupo glicosídeo cianogénico apresenta 
funções de proteção nas plantas através da libertação de sustâncias voláteis responsáveis 
por odores característicos, encontrados principalmente em plantas como os brócolos, o 
repolho e o rabanete  [14, 24].  
2.1.3. Compostos fenólicos 
Os compostos fenólicos, também designados de polifenóis, constituem um dos 
grupos mais numerosos e amplamente distribuídos no reino vegetal, com mais de 8000 
compostos atualmente conhecidos [25, 26]. Estes compostos são produtos do 
metabolismo secundário das plantas, sendo originados a partir de duas vias de síntese 
principais: a via do chiquimato e a via dos fenilpropanoides [25]. Em geral, os compostos 
fenólicos têm um papel importante na fisiologia e na morfologia das plantas, sendo 
fundamentais no crescimento e reprodução, além de protegerem contra patógenos e 
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predadores e contribuírem significativamente para as características organoléticas das 
frutas e dos vegetais [26]. 
Estruturalmente, os compostos fenólicos são substâncias que compreendem um 
anel aromático ligado a um ou mais substituintes hidroxilo (Figura 2), que podem variar 
desde simples moléculas fenólicas, como os ácidos fenólicos, até compostos altamentes 
polimerizados como os taninos [25]. 
 
Figura 2. Estrutura química de um fenol simples. 
Na natureza os compostos fenólicos encontram-se maioritariamente associados a 
mono- ou polissacarídeos, que podem estar ligados a um ou mais grupos fenólicos. A 
associação destes compostos com ácidos orgânicos, aminas e lípidos também têm sido 
encontrados na natureza [26]. Apesar desta diversidade estrutural, Harborne [27], 
categorizou estes compostos em vários grupos, como mostra a Tabela 1. 
Tabela 1. Classes de compostos fenólicos. 
Classe Estrutura básica Estrutura química 
Fenóis simples C6 
 
Benzoquinonas C6 
 
Ácidos hidroxibenzóicos C6-C1 
 
Acetofenonas C6-C2 
 
Ácidos fenilacéticos C6-C2 
 
Ácidos hidroxicinâmicos C6-C3 
 
Fenilpropenos C6-C3 
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Cumarinas e Isocumarinas C6-C3 
 
Cromonas C6-C3 
 
Naftoquinonas C6-C4 
 
Xantonas C6-C1-C6 
 
Estilbenos C6-C2-C6 
 
Antraquinonas C6-C2-C6 
 
Flavonoides C6-C3-C6 
 
Lignanos e Neolignanos (C6-C3)2 
 
Ligninas (C6-C3)n  
Taninos condensados, 
proantocianidinas e 
flavolanos 
(C6-C3-C6)n  
 
Atualmente, vários autores dividem os compostos fenólicos em dois grandes 
grupos, nomeadamente os flavonoides e os não flavonoides [28] . Dentre o grupo dos não 
flavonoides temos os ácidos fenólicos, estilbenos e ligninas, enquanto que o grupo dos 
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flavonoides é caracterizado por todos aqueles compostos que possuem uma estrutura 
básica C6-C3-C6 [26, 28-31]. 
2.1.3.1. Flavonoides  
Os flavonoides constituem o maior grupo de compostos fenólicos presentes na 
natureza, representando mais de metade do total de polifenóis que ocorrem naturalmente 
[26]. Nas plantas, os flavonoides desempenham um papel fundamental na defesa contra 
os agentes patogénicos e herbívoros, assim como, na proteção contra radiação ultravioleta 
[32].  
Relativamente à sua estrutura, os flavonoides são compostos de baixo peso 
molecular, constituídos por dois anéis aromáticos (A e B) unidos por uma ponte de três 
carbonos, normalmente na forma de um anel heterocíclico (C) [25]. Biogeneticamente, o 
anel aromático A é derivado da via acetato/malonato, enquanto que o anel B é derivado 
da fenilalanina a partir da via chiquimato [33, 34]. A Figura 3 ilustra a estrutura básica 
dos flavonoides, bem como, o sistema de numeração dos carbonos do núcleo flavano. 
 
Figura 3. Estrutura básica e sistema de numeração dos flavonoides (adaptado de Balasundram 
[26]). 
A estrutura básica dos flavonoides pode ter inúmeros substituintes. 
Frequentemente, os grupos hidroxilo estão presentes nas posições 4’-, 5- e 7-. À medida 
que o número destes grupos hidroxilo aumenta, assim como os açucares, a solubilidade 
do flavonoide em água também aumenta. Por outro lado, a presença de outros 
substituintes como os grupos metil e isopentil, tornam estes compostos lipofílicos [28]. 
De acordo com as suas características químicas e biossintéticas, os flavonóides 
classificam-se, principalmente, em flavonóis, flavonas, flavanonas, isoflavonas, flavanois 
e antocianidinas [35]. Na Tabela 2 encontram-se resumidas as diferentes classes de 
flavonóides, assim como as respetivas estruturas. 
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Tabela 2. Classificação dos flavonóides de acordo com a estrutura básica [28, 36]. 
Flavonoides Estrutura básica Compostos 
Ocorrência em 
alimentos 
Flavonóis 
 
Quercetina, 
Kaempferol 
miricetina 
Cebolas, brócolos, 
couves, mirtilos, 
vinho tinto, maçã, 
tomate. 
Flavonas 
 
Apigenina 
Luteolina 
Aipo, salsas e 
espécies cítricas 
Flavanonas 
 
Hesperetina  
Naringenina 
Limão, laranja, 
toranja, tomate e 
hortelã 
Isoflavonas 
 
Daidzeína 
Genisteína 
Clicetiina 
Tofu, leite de soja e 
farinha de soja 
Flavanóis (algumas 
vezes referido como 
Flavan-3-ols) 
 
Catequina 
Epicatequina 
Maçã, amora 
cereja, uva, pêssego, 
damasco e chá verde 
Antocianidinas 
 
Cianidina 
Pelargonidina 
Peonidina 
Vinho tinto, amora, 
beringela, cereja e 
ameixa 
 
Os flavonóis são o grupo de flavonóides mais abundante nos alimentos, sendo a 
quercetina, o kaempferol e a miricetina os principais compostos desta classe. As 
principais fontes de alimentos com estes compostos são a cebola, a couve, o alho-porro, 
os brócolos e os mirtilos [37]. As flavonas em comparação com os flavonóis, são menos 
abundantes nas frutas e nos vegetais. A luteolina e apigenina, são dois exemplos de 
flavonas presentes no aipo, na salsa e alguns citrinos [37]. Nas espécies cítricas como a 
laranja, o limão e a toranja são mais comuns as flavanonas como a hesperetina e a 
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naringenina. Estas encontram-se na pele destes frutos em grandes concentrações e 
geralmente, são glicosiladas por um dissacárido na posição 7 da sua estrutura o que 
confere o sabor amargo característico dos citrinos [36-39]. 
Relativamente às isoflavonas, estes flavonóides apresentam semelhanças 
estruturais aos estrogénios. Embora não sejam esteróides, estes compostos têm grupos 
hidroxilo nas posições 7 e 4' numa configuração análoga à dos hidroxilos na molécula de 
estradiol. Esta semelhança estrutural confere a estas substâncias propriedades 
pseudohormonais, que incluem a capacidade de se ligar aos recetores de estrogénio, sendo 
classificadas como fitoestrógenos [40]. As isoflavonas são encontradas quase que 
exclusivamente nas leguminosas, mas principalmente na soja e em todos os seus produtos 
processados. A genisteína, daidzeína e a gliciteína são as três principais isoflavonas 
encontradas na soja, geralmente nas proporções 1:1:0,2 [37]. 
Os flavanóis, também designados de flavan-3-ols, existem na natureza tanto na 
forma monomérica (catequinas) como na forma polimérica (proantocianidinas). 
Contrariamente às outras classes, nos alimentos os flavanóis não se encontram na forma 
glicosilada [37]. Nos frutos, a catequina e a epicatequina são os principais flavanóis, 
enquanto que a galocatequina, a epigalocatequina e a epigalocatequina galato são 
frequentemente encontrados nas uvas, em alguns tipos de sementes de leguminosas, mas 
sobretudo no chá [41, 42]. 
As antocianinas pertencem ao grupo de flavonóides e são responsáveis pela 
coloração rosa, vermelha, azul e púrpura das flores e dos frutos, sendo esta dependente 
do pH e da conjugação destas substâncias com outros compostos [37, 43]. 
Estruturalmente, as antocianinas são constituídas por glicosídeos, sendo a D-glicose, a D-
ramnose e a D-galactose, os açúcares mais comuns. Em geral, estes grupos glicosídeos 
encontram-se ligados na posição 3-hidroxilo do anel pirânico. No entanto, e apesar de ser 
menos frequente, estes grupos também podem ocorrer nas posições 5’ e 7’ do ião flavílio 
[43]. Sem a presença dos açúcares na sua estrutura, as antocianinas são conhecidas por 
antocianidinas. Nos alimentos, as antocininas são encontradas principalmente, nas frutas, 
no vinho tinto, nalguns tipos de cereais e em certos vegetais como as beringelas, os 
repolhos, as cebolas e os rabanetes [37, 43]. Nos frutos, estas substâncias são encontradas 
maioritariamente na pele, exceto em certos tipos de frutos vermelhos, como no caso da 
cereja e dos morangos, que se encontram na polpa [37, 43]. 
Relativamente às propriedades antioxidantes dos flavonoides, vários estudos 
demonstram que o número e a posição dos grupos hidroxilo, as ligações glicosídicas e a 
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presença de grupos metilo na sua estrutura química interferem na atividade antioxidante 
dos flavonoides [26, 44, 45]. Deste modo: 
 quanto maior for o grau de hidroxilação maior será a atividade antioxidante 
do flavonóide [26]. A miricetina, a título de exemplo, tem uma maior 
capacidade antioxidante do que o kaempferol, devido ao maior número de 
grupos hidroxilo presentes na sua estrutura química [46]; 
 a presença de grupos hidroxilo nas posições 3' e 4' do anel B, como no caso 
da luteolina e da quercetina, são os principais responsáveis pela neutralização 
de espécies reativas de oxigénio e azoto [44, 45].  
 a presença de grupos hidroxilo nas posições 5 e 7 do anel A, como no caso do 
kaempferol, da apigenina e da crisina, parecem também contribuir para uma 
maior atividade antioxidante [44, 45]; 
 a presença de uma ligação dupla entre C2 e C3, conjugada com o grupo 
carbonilo na posição 4 do anel C, aumenta a capacidade antioxidante do 
composto, devido à facilidade de deslocalização de eletrões e consequente 
estabilização por ressonância [47]; 
 a presença de um grupo hidroxilo na posição 3 em combinação com a dupla 
ligação entre C2 e C3, contribui igualmente para uma maior atividade 
antioxidante [26, 48];  
 a glicosilação e a metilação dos flavonóides diminuí a sua atividade 
antioxidante, quando comparadas com as respetivas agliconas, devido ao 
impedimento estereoquímico e à diminuição da coplanaridade entre o anel B 
e a restante estrutura química [26, 44]. 
Assim, pode afirmar-se que as ligações glicosídicas e os grupos metilo diminuem 
a atividade antioxidante dos flavonoides, enquanto que a hidroxilação do anel B, e a 
presença dos grupos carbonilo na posição 4 e hidroxilo na posição 3 do anel C aumentam 
a atividade antioxidante [46]. 
2.1.3.2. Não Flavonóides 
Os não flavonóides são um vasto grupo de compostos, que incluem os ácidos 
fenólicos, os estilbenos e as ligninas. A maioria destes compostos são incolores ou de 
coloração amarelo claro a acastanhado e raramente contribuem para a cor dos alimentos 
[49]. Do ponto de vista nutricional, os ácidos fenólicos são os que apresentam maior 
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interesse, devido às suas propriedades antioxidantes [28, 50]. De uma forma genérica, os 
ácidos fenólicos são substâncias constituídas por um anel fenólico ligado a um ácido 
carboxílico funcional. São categorizados em dois grupos, nomeadamente os ácidos 
hidroxibenzoicos e os ácidos hidroxicinâmicos [51]. Os primeiros são componentes das 
complexas estruturas dos taninos hidrolisáveis e são menos abundantes nos vegetais 
consumidos pelos humanos [37, 52]. Neste grupo estão incluídos os ácidos gálico, 
protocatecuico, siríngico e vanílico, os quais apresentam uma estrutura C6-C1 em comum 
(Figura 4a) [53, 54]. 
 
Figura 4. Estrutura químicas de alguns a)  ácidos hidroxibenzoicos, e b) ácidos 
hidroxicinâmicos [26]. 
Os ácidos hidroxicinâmicos, por outro lado, são compostos aromáticos 
constituídos por uma cadeia lateral de três carbonos, C6-C3, sendo os ácidos cafeico, 
ferúlico, p-cumárico e sinápico os mais comuns (Figura 4b) [25, 26]. Estes compostos 
estão presentes numa grande variedade de alimentos como as amoras, os kiwis, as 
ameixas, as cerejas e as maçãs, sendo também encontrados no tomate, nos cereais e no 
café [37, 52]. 
 30 
 
A atividade antioxidante de ambos os grupos (ácidos hidroxibenzoicos e 
hidroxicinâmicos) está relacionada com o número e a posição dos grupos hidroxilo na 
molécula. A eficiência antioxidante dos mono-fenóis é fortemente reforçada com a 
introdução de um segundo grupo hidroxilo nas posições orto ou para, e aumenta com 
uma ou duas substituições metoxi na posição orto em relação ao grupo hidroxilo [55, 56]. 
Em geral, os ácidos sináptico, ferúlico e p-cumárico são antioxidantes mais ativos do que 
os ácidos hidroxibenzoicos, tais como os ácidos protocatecuico, siríngico e vanílico [26]. 
Este facto deve-se à dupla ligação (–HC=CH–) presente nos ácidos hidroxicinâmicos, que 
participa na estabilização do radical arilóxi por ressonância [53, 57]. 
As ligninas são outro grupo pertencente à classe dos não flavonóides. São 
formadas por duas unidades fenilpropano, como por exemplo, o secoisolariciresinol que 
é a principal fonte de compostos fenólicos na linhaça. Alguns tipos de cereais, grãos, 
frutas e vegetais, como a cenoura os aspargos e o alho também contêm vestígios deste 
composto [36]. No que concerne à bioatividade das ligninas, além da atividade 
antioxidante, o número de estudos sobre este assunto é muito escasso [55]. 
Os estilbenos, por outro lado, são um grupo particular de não flavonóides 
caracterizados pela estrutura C6-C2-C6 [58]. Nas plantas, estas substâncias são 
sintetizadas em resposta a doenças, lesões e ao stresse, além de inibirem o crescimento 
de fungos e bactérias [37, 59]. Alguns destes compostos, como o resveratrol e os seus 
derivados são provavelmente, as substâncias mais conhecidas desta classe, devido às suas 
propriedades antioxidantes, anti-inflamatória, antitumorais, cardioprotetoras e 
neuroprotetoras [58, 60-62]. Em geral, estes compostos são encontrados nos alimentos 
em pequenas quantidades, sendo o vinho tinto, os mirtilos, as framboesas, as amoras e o 
amendoim, as principais fontes destes compostos. Pequenas quantidades destas 
substâncias têm sido encontradas no repolho vermelho e nos espinafres [28].  
2.2. Antioxidantes  
Um antioxidante é uma substância capaz de inibir ação dos radicais livres e retarda 
ou impede a oxidação de outras sustâncias químicas. No organismo são produzidos 
radicais livres de carbono, enxofre, nitrogénio e oxigénio, no entanto, os que mais se 
destacam são os radicais derivados do oxigénio e nitrogénio, devido à sua reatividade e 
aos danos que podem originar [16, 63, 64].   
Os radicais livres podem ser definidos como um átomo ou molécula que contém 
um ou mais eletrões altamente reativos, que são gerados no citoplasma, mais 
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precisamente nas mitocôndrias ou na membrana celular. Estes radicais são produzidos 
por inúmeras reações biológicas podendo ser provenientes de uma fonte endógena como 
a respiração aeróbica, inflamações, entre outras, ou por uma fonte exógena através de 
radiações ultravioleta, dieta e tabaco e que levam a um aumento da carga oxidativa. Estas 
moléculas são altamente reativas porque têm eletrões desemparelhados, como por 
exemplo, os radicais livres derivados do oxigénio como o óxido (O2
-), hidroxilo (OH-), 
hidroperoxi (HOO-), peroxil (ROO-) e alcoxilo (RO-). Estes radicais reagem rapidamente 
com outros compostos, como os lípidos, as proteínas e os ácidos nucleicos, de modo a 
capturar eletrões necessários para ganhar estabilidade. Estas moléculas que foram 
“atacadas” e perderam um eletrão tornam-se num radical livre, iniciando assim uma 
reação em cadeia que dá origem à peroxidação lipídica, levando à desestabilização e 
desintegração das membranas celulares ou à oxidação de outros componentes celulares 
como as proteínas e o ADN. Esta alteração a nível celular encontra-se, assim, relacionada 
com várias patologias crónicas e degenerativas como cancro, doenças cardíacas e doenças 
renais [63, 65].  
A manutenção do equilíbrio entre a produção de radicais livres e as defesas 
antioxidantes é uma condição fundamental para o correto funcionamento do organismo. 
Por vezes, o equilíbrio entre a produção de radicais livres e as defesas dos antioxidantes 
pode ser desestabilizado por uma excessiva produção de radicais livres originando um 
desequilíbrio chamado de stress oxidativo (Figura 5) [66]. 
 
Figura 5. Representação esquemática do stress oxidativo (adaptado de Kelly [67]). 
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Como consequência, os radicais livres atacam e oxidam outros componentes 
celulares, como lipídios polinsaturados, proteínas e ácidos nucleicos, levando a lesões nos 
tecidos e, em alguns casos, o influxo de células inflamatórias aos locais de lesão [67]. 
No organismo existem diversos agentes que protegem as células contra os efeitos 
dos radicais livres, entre os quais, se destacam os antioxidantes enzimáticos, como a 
superóxido dismutase, a catalase, a glutationa peroxidase e, a glutationa redutase. Estas 
atuam por meio de mecanismos de prevenção, impedindo ou controlando a formação dos 
radicais envolvidos com a iniciação das reações em cadeia que culmina com a propagação 
de um dano oxidativo [66, 68]. Além dos antioxidantes enzimáticos existem os 
antioxidantes não enzimáticos que são de origem dietética, entre os quais, se destacam os 
carotenóides, os compostos fenólicos e as vitaminas A, C e E, que contêm propriedades 
antioxidantes para o organismo, sendo capazes de capturar os radicais livres com grande 
eficiência. O uso de medicamentos, o tabagismo, a poluição e outros fatores exógenos, 
contribuem para a diminuição dos níveis de antioxidantes celulares, os quais são 
reestabelecidos por meio dos compostos bioativos provenientes de vegetais, frutas e 
cereais.  
Em geral, as frutas e os vegetais contêm níveis significativos de componentes 
biologicamente ativos que conferem grandes benefícios para a saúde. Os compostos 
fenólicos são os responsáveis pela atividade antioxidante, a qual é conferida pelas 
propriedades redox que atuam como agentes redutores, doadores de hidrogénio e 
inativadores de oxigénio [63]. 
2.2.1. Métodos para a determinação da capacidade antioxidante in-vitro 
Atualmente, existe uma grande diversidade de métodos que permitem avaliar a 
capacidade antioxidante in vitro de compostos bioativos, que incluem desde ensaios 
químicos com substratos lipídicos a ensaios mais complexos utilizando as mais diversas 
técnicas instrumentais [69, 70].  
Estes ensaios têm-se tornado numa ferramenta extremamente útil na seleção 
inicial de substâncias que podam ser utilizadas como fármacos, auxiliando deste modo, 
os investigadores na avaliação da capacidade antioxidante de substâncias isoladas de 
produtos naturais ou obtidas de fontes sintéticas [70]. Além disso, estes métodos são 
particularmente úteis para comprovar a presença de substâncias antioxidantes em 
alimentos como frutas, legumes e bebidas [70]. 
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Devido às diferentes espécies de radicais livres e as suas distintas formas de 
atuação nos organismos vivos, dificilmente existirá um método simples e universal pelo 
qual a atividade antioxidante possa ser medida precisa e quantitativamente. Deste modo, 
a procura por testes mais rápidos e eficientes tem gerado um grande número de métodos 
para avaliar a atividade de antioxidantes naturais pelo uso de uma grande variedade de 
sistemas geradores de radicais livres [70, 71]. Dentre os métodos desenvolvidos para 
determinar a capacidade antioxidante in vitro, o ensaio do DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo), o método ABTS (ácido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfónico) e 
o FRAP (“Ferric Reducing Antioxidant Power”) são provavelmente os mais utilizados, 
devido à sua rapidez, simplicidade e reprodutibilidade [71]. 
2.2.1.1. Método DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) 
O método DPPH consiste, essencialmente, na avaliação da capacidade de 
eliminação de um radical livre numa amostra, sendo um dos métodos mais utilizados para 
avaliar a capacidade antioxidante de extratos vegetais [72].  
O DPPH é um radical livre estável, caraterizado pela sua coloração púrpura, que 
na presença de um antioxidante (RH) ou de uma espécie radicalar (R•), é reduzido 
formando a difenil-picril-hidrazina de coloração amarela [71]. Essencialmente, o 
mecanismo baseia-se na aceitação de um átomo de hidrogénio a partir de uma molécula 
antioxidante ou de um eletrão de uma espécie radicalar, resultando assim, na redução do 
DPPH, sendo a reação acompanhada espetrofotometricamente a 515 nm (Figura 6) [73, 
74]. 
 
Figura 6. Reação química do radical DPPH com um antioxidante RH (adaptado de Wang [75]). 
Os resultados do ensaio DPPH podem ser expressos por meio do IC50, o qual se 
define como a quantidade de antioxidante necessário para diminuir a concentração inicial 
de DPPH em 50%. Este valor é determinado através da representação gráfica da inibição 
percentual em função da concentração de extrato, sendo o IC50 menor ou maior 
dependendo da atividade antioxidante [76, 77]. 
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2.2.1.2. Método ABTS (ácido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfónico) 
Outro método frequentemente utilizado para avaliar a capacidade antioxidante de 
matrizes complexas como extratos vegetais, frutas e outros alimentos, é o método ABTS. 
Em virtude da sua simplicidade, estabilidade e reprodutibilidade, o método ABTS é 
aplicado no estudo de antioxidantes hidrossolúveis, lipossolúveis e compostos puros, 
entre os quais se destacam os compostos fenólicos e os carotenoides presentes em 
alimentos e extratos vegetais [78, 79]. 
Essencialmente, esta metodologia baseia-se na capacidade dos compostos 
antioxidantes para captar o radical 2,2-azono-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfanato) 
(ABTS•+), que é gerado através da reação do ABTS com um agente oxidante, 
normalmente o persulfato de potássio (K2SO5). Na presença de um antioxidante o radical 
ABTS•+ é reduzido a ABTS, provocando a descoloração da mistura, que passa de azul 
esverdeado a incolor (Figura 7). O decréscimo da coloração é monitorizado 
espetrofotometricamente a 734 nm, sendo que quanto menor for a absorvância maior é a 
quantidade de radicais ABTS•+ reduzidos pelos compostos antioxidantes. 
 
Figura 7. Redução do radical ABTS•+ por ação de um antioxidante e a sua formação por meio 
do persulfato de sódio (K2SO5) (adaptado de Spínola [80]). 
Em termos quantitativos, a percentagem de inibição do radical ABTS•+  é 
determinado em função do antioxidante sintético Trolox, que é sujeito às mesmas 
condições de análise [80, 81]. 
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2.2.1.3. Método FRAP (“Ferric Reducing Antioxidant Power”) 
O poder antioxidante por redução do ião férrico (FRAP) constitui um método 
alternativo para avaliar a capacidade antioxidante de extratos vegetais, frutas e outros 
tipos de matrizes [82-84]. O ensaio FRAP é caracterizado pela redução, em meio ácido, 
do complexo férrico-tripiridiltriazina [Fe(III)-TPTZ] de cor amarela, ao complexo ferroso 
[Fe(II)-TPTZ] de coloração azul escura, na presença de um antioxidante (Figura 8). 
 
Figura 8. Redução do complexo férrico tripiridiltriazina (Fe+3–TPTZ) para o complexo ferroso 
tripiridiltriazina (Fe+2 –TPTZ). 
A redução do complexo férrico pode ser acompanha espetrofotometricamente a 
593 nm, sendo que quanto maior for a absorvância, ou seja quanto mais azul estiver a 
solução, maior será o poder redutor do extrato [85, 86]. 
Em termos quantitativos, o poder redutor é determinado pela comparação da 
absorvância da solução, com a absorvância de uma solução padrão de iões ferrosos ou 
com soluções padrão de antioxidantes, como o Trolox [87, 88]. 
2.3. Métodos para a quantificação de compostos bioativos  
A grande diversidade de compostos bioativos dispersos nos tecidos vegetais, 
assim como as suas diferentes estruturas químicas, tem trazido consigo a necessidade de 
desenvolver um grande número de técnicas analíticas para a sua identificação e 
quantificação. As primeiras técnicas desenvolvidas foram as técnicas 
espetrofotométricas, que têm interesse sobretudo do ponto de vista do controle de 
qualidade, uma vez que forneçam respostas rápidas, eficazes e de baixo custo. Apesar 
destas vantagens, estas técnicas têm as suas limitações, pelo que tem sido necessário 
recorrer a técnicas mais precisas, como as técnicas cromatográficas, que permitem a 
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identificação individualizada de cada um dos compostos bioativos de interesse nutricional 
[50]. 
2.3.1. Técnicas espetrofotométricas 
Inúmeros métodos espetrofotométricos têm sido desenvolvidos para a 
determinação do teor de compostos bioativos em matrizes vegetais. Estes métodos 
permitem quantificar, não só, o teor total de um grupo específico de substâncias bioativas, 
como por exemplo o teor total de compostos fenólicos [89], como também permitem 
determinar a quantidade de uma substância bioativa específica, tal como o beta-caroteno 
[90], o licopeno [91] ou a vitamina C [92], em diversas matrizes alimentares. Alguns 
métodos permitem, igualmente, quantificar o teor total de uma subclasse específica de 
compostos bioativos, como por exemplo o teor total de flavonóides [93], de antocianinas 
[94], de proantocianinas [95], entre outros. 
Apesar da diversidade de métodos espetrofotométricos existentes, estes têm as 
suas limitações. Na presença de amostras complexas, alguns componentes da matriz 
podem interferir na análise, sobrestimando o conteúdo de compostos determinados. Além 
disso, uma das principais desvantagens é reduzida especificidade dos métodos [96, 97]. 
2.3.2. Métodos de Separação Cromatográfica  
A cromatografia, de um modo geral, é um método analítico que permite a 
separação de misturas complexas permitindo assim a identificação dos analitos numa 
amostra. A separação depende da distribuição das diferentes moléculas entre duas fases: 
uma fase estacionária (líquida ou sólida) e uma fase móvel (líquida, gasosa ou fluído 
supercrítico) imiscível com a fase estacionária. De acordo a natureza da fase móvel, as 
técnicas cromatográficas podem ser classificadas em cromatografia líquida, 
cromatografia gasosa e cromatografia supercrítica [98, 99]. 
Atualmente, as técnicas de cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) e 
cromatografia em fase gasosa acoplada com o detetor de massa (GC-MS) são as mais 
utilizadas para a separação e quantificação de compostos bioativos em matrizes 
alimentares [100].  
2.3.2.1. Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (HPLC) 
A HPLC é uma técnica analítica de separação muito utilizada em laboratórios 
químicos e farmacêuticos, que utiliza equipamentos altamente sofisticados. As técnicas 
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de HPLC têm sido, amplamente, utilizadas na separação e caraterização de compostos 
fenólicos numa grande variedade de extratos vegetais [101-103], frutas [104, 105], sumos 
[106, 107], azeite de oliva [108], vinhos e outras bebidas [109-112]. 
Esta técnica analítica fundamenta-se na separação e distribuição dos compostos 
de uma mistura por meio de duas fases imiscíveis: uma fase móvel líquida e uma fase 
estacionaria contida numa coluna. As amostras são dissolvidas num solvente adequado e 
analisadas em solução a qual é, posteriormente, introduzida no sistema cromatográfico e 
arrastada pela fase móvel sob pressão elevada ao longo da fase estacionária. Esta fase é 
caracterizada pelo uso de colunas em aço inox num diâmetro interno de 2-5 nm, 
empacotadas com partículas de tamanho pequeno 1,5-10 µm originando pressões 
elevadas no sistema quando são atravessadas pela fase móvel. O fluxo e a fase móvel 
podem ser, rigorosamente, alteradas durante o processo de análise cromatográfico [98, 
113].  
O sistema de cromatografia liquida de alta eficiência é composto, essencialmente, 
por um reservatório, um sistema de injeção, uma coluna cromatográfica, um detetor e um 
registrador de dados (Figura 9).  
 
Figura 9. Esquema do sistema HPLC (adaptado de Pinto [98]). 
O reservatório é onde se encontram os solventes que constituem a fase móvel. 
Para o sistema de HPLC é fundamental ter dois reservatórios (sistema binário) 
conjuntamente com uma bomba ou sistema de bombas que transportam os líquidos 
contidos nos reservatórios nas proporções estabelecidas pelo operador [98].  
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Inicialmente, o sistema de injeção era efetuado por microsseringas, atualmente o 
sistema é automatizado devido aos auto-injetores que injetam grandes quantidades de 
amostras sem a presença de um operador. Uma vez injetada, a amostra é separada na 
coluna cromatográfica, a qual contém a fase estacionária [114]. 
Relativamente ao detetor, este tem como função a detenção dos compostos que 
provêm da coluna cromatográfica. Um bom detetor deve ter uma elevada sensibilidade, 
seletividade, limite de detenção suficientemente baixo, boa estabilidade e 
reprodutibilidade do sinal e resposta rápida ao sensor e ser adequado aos componentes 
que se pretendem analisar e que percorrem pela coluna cromatográfica [115].  
Existem diversos tipos de detetores entre eles temos o detetor ultravioleta visível 
(UV/Vis), o  mais utilizado em análises por HPLC, cujo principio baseia-se na absorção 
da luz ultravioleta ou visível por parte da amostra, quando passa a radiação 
eletromagnética sobre ela. Atualmente, encontram-se disponíveis três tipos de 
equipamento que baseiam-se neste principio: os fotómetros de comprimento de ondas 
fixo, os espetrofotómetros e os detetores de arranjo de fotodiodos (PDA) [99, 114].  
Um HPLC com detetor de fotómetro de comprimento de onda fixo compreende a 
aplicação restrita a moléculas que absorvam no cumprimento de ondas característico da 
amostra analisar. Este detetor emite uma luz ultravioleta entre os 190-400 nm por meio 
de lâmpadas de deutério e 400-800 nm utilizando lâmpadas de tungsténio. Os detetores 
de arranjo de fotodíodos (PDA) fornecem espetros no UV-Vis do eluente da coluna em 
delimitados intervalos de tempo. Este detetor é considerado para a realização de 
desenvolvimentos de novos métodos, por possibilitar o varrimento da região UV-Vis 
numa única corrida [114]. 
 Há certos compostos que possuem fluorescência ou são derivados fluoresecentes 
e podem detetar-se por um detetor de fluorescência (FLR). A intensidade da luz emitida 
é controlada para quantificar a concentração no analito [99]. 
 Outro tipo de detetor que se destaca é o detetor de espetrometria de massas (MS). 
Este tipo de detetor oferece grande sensibilidade e seletividade e baseia-se na 
fragmentação de moléculas por campos elétricos, sendo a separação feita com base na 
relação massa e carga de molécula fragmentada [99]. Os detetores descritos, 
anteriormente, são comumente utilizados para a determinação de polifenóis em vegetais 
e frutos. 
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O detetor é conectado a uma instalação resistente para altas pressões que podem 
atingir as 300 atm, o sinal determinado pelo detetor é emitido por meio de um registrador 
que permite a visualização do cromatograma [116].  
Dependendo da natureza da fase estacionárias e da fase móvel, a separação dos 
analitos de uma amostra pode ocorrer mediante diferentes processos físico-químicos [98]:  
a) Adsorção: na cromatografia de adsorção a fase estacionária é um 
adsorvente composto por partículas finamente divididas como por 
exemplo o gel de sílica ou alumina. A separação baseia-se em processos 
de adsorção/dessorção repetidos. Há uma competição entre moléculas do 
soluto e do solvente pelos sítios ativos do adsorvente, estando relacionada 
com a interação entre os grupos funcionais das partículas do suporte da 
fase estacionária e os grupos polares das moléculas do soluto  [98, 99].  
b) Partilha:  é um mecanismo de separação da fase estacionária que é liquida 
que reveste a partícula de sílica de diâmetro reduzido, a separação vai 
depender essencialmente da solubilidade dos analitos na fase estacionária 
e na fase móvel [114] . No caso da fase estacionária ser polar e a fase 
móvel apolar, a cromatografia diz-se em fase normal. No entanto, se a fase 
estacionária for apolar (hidrofóbica) e a fase móvel polar, a cromatografia 
diz-se em fase inversa. Em fase normal, os analitos mais polares são os 
mais retidos e os últimos a sair da coluna cromatográfica, enquanto que na 
cromatografia em fase inversa os analitos mais retidos são os de natureza 
não polar [99].  
c) Troca iónica: neste processo a fase estacionária é um sólido e está 
caraterizada pela ionização e a sua separação baseia-se na atração de 
cargas opostas [114].  
d) Exclusão molecular: a fase estacionária é constituída por um material 
poroso e as substâncias são separadas de acordo com o tamanho molecular 
dos analitos. As moléculas com maior volume têm menor tempo de 
retenção sofrem o processo de exclusão e as moléculas de menor dimensão 
demoram mais tempo em eluir (sofrem permeação) [114].  
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2.3.2.2. Cromatografia Líquida de Ultra Eficiência (UHPLC) 
Ao longo dos últimos anos, várias alterações foram surgindo nos instrumentos de 
cromatografia líquida, permitindo analises mais rápidas e eficientes. Com surgimento da 
cromatografia líquida de ultra eficiência (UHPLC) as análises cromatográficas passaram 
a ser efetuadas de uma forma mais rápida e eficientes, sem comprometer a resolução 
cromatográfica [117]. Essencialmente, o UHPLC baseia-se no mesmo princípio de 
separação que o HPLC com a diferença da introdução de partículas de fase estacionária 
de diâmetro inferior a 2 µm e a utilização de altas pressões lineares da fase móvel 
impulsadas pelas bombas atingindo os 15.000 psi, permitindo assim a diminuição do 
tempo de análise e uma elevada resolução cromatografia [118].  
2.3.2.3. Cromatografia Gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS) 
A cromatografia gasosa é uma técnica analítica de separação de substâncias 
voláteis consoante a afinidade dos analitos da amostra com a fase estacionária. Este tipo 
de cromatografia em coluna utiliza como fase móvel um gás quimicamente inerte. A 
amostra é vaporizada e introduzida pelo um fluxo de gás, atravessando a coluna aquecida 
contendo a fase estacionária onde ocorre a separação. Existem dos tipos de fase 
estacionária que pode ser sólida ou líquida. As fases estacionárias sólidas são menos 
versáteis e menos utilizadas que as fases líquidas que são constituídas por partículas 
sólidas inertes que preenchem a coluna cromatográfica. A separação dos analitos das 
amostras vai depender de duas características importantes: a solubilidade e a volatilidade 
do analito. Quanto maior for o peso molecular e a polaridade da sustância, menor será a 
sua volatilidade e consequentemente maior será a dificuldade para analisar [98, 119].  
Um equipamento de cromatografia gasosa é constituído por um sistema de 
fornecimento de gases que abastece o equipamento para a fase móvel, sendo conduzido 
sob alta pressão e com fluxo controlado até ao injetor, que seguidamente atravessa a 
coluna e sai pelo detetor. O gás utilizado tem de ser quimicamente inerte e os mais, 
frequentemente, usados são o hélio e o nitrogénio.  
A introdução da amostra é realizada por meio de uma seringa que atravessa um 
septo de borracha, existente no injetor. Em geral, o sistema de injeção é composto por um 
cilindro metálico aquecido a uma determinada temperatura de modo que, os componentes 
da amostra se vaporizem para serem arrastados pelo gás para dentro da coluna 
cromatográfica [98, 99]. 
 41 
 
A coluna cromatográfica encontra-se dentro de um forno, com temperaturas 
programáveis, geralmente aumentadas de modo linear. A amostra é arrastada ao longo da 
coluna interagindo com a fase estacionária em diferentes velocidades que vai depender 
da volatilidade do analito levando à separação cromatográfica. A fase estacionária 
conjuntamente com a temperatura da coluna podem afetar a migração dos analitos [98, 
119].  Essencialmente, são utilizadas dois tipos de colunas – enchimento e capilares, estas 
últimas as mais utilizadas. São constituídas por sílica fundida e revestida exteriormente 
por poliamidas que conferem a propriedade de grande flexibilidade da coluna. As colunas 
de enchimento são constituídas por vidro sinalizado e encontram-se empacotadas por 
partículas sólidas revestidas com o líquido que compõe a fase móvel [98].  
 Após a passagem dos analitos pela coluna, estes encontram os detetores que 
determinam uma propriedade física ou química originando um sinal elétrico de 
intensidade proporcional à quantidade detetada. O sinal elétrico produzido pelo detetor é 
transmitido e registado através de cromatogramas num sistema computorizado para o 
tratamento de dados.  
Na Figura 10 encontra-se exemplificado um esquema do sistema de cromatografia 
gasosa. 
 
Figura 10. Esquema básico de um equipamento de cromatografia gasosa acoplado a um 
espectrómetro de massa (GC-MS). 
Atualmente, estão disponíveis vários tipos de detetores, entre os quais se destacam 
o detetor de ionização de chama (FID) utilizado em estudos de sustâncias orgânicas, o 
detetor de condutividade térmica (TCD) que é menos sensível e não é utlizado nas colunas 
capilares,  o detetor de nitrogénio/fósforo (NPD) que só é utilizado para amostras que 
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contenham nitrogénio ou fósforo na sua composição e o detetor de espetrometria de massa 
(MS) que permite a identificação de moléculas através do seu peso, possibilitando 
determinar a fórmula molecular pelo estudo da fragmentação do analito. Este estudo 
baseia-se na ionização de um composto em estado gasoso por meio de um feixe de 
eletrões de alta energia que passa pela amostra originando os fragmentos iónicos que são 
separados de acordo a massa/carga (m/z) permitindo detetar quantidades inferiores a 10-
12 g. O detetor de espetrometria de massa é comumente utlizado na determinação de 
voláteis em vegetais [98, 120].   
2.3.3. Técnicas de extração  
Frequentemente, as análises cromatográficas de amostras alimentares requerem 
um tratamento prévio da amostra, devido à complexidade da matriz e a sua 
incompatibilidade com os sistemas cromatográficos e o facto de muitos dos compostos a 
analisar se encontrarem em concentrações vestigiais. 
Atualmente, existe uma grande diversidade de técnicas de pré-tratamento da 
amostra que permitem extrair os compostos bioativos de matrizes alimentares. Entre estas 
técnicas destacam-se a extração líquido-líquido (LLE), a extração em fase sólida (SPE), 
a micoextração por sorvente empacotado (MEPS), e mais recentemente o QuEChERS 
(Quick, Easy, Cheap, Effetive, Rugged and Safe) que têm sido frequentemente utilizadas 
para a extração de compostos fenólicos em diversas matrizes alimentares [121-124]. 
Outra técnica comummente utilizada na determinação de compostos bioativos, como os 
compostos tepénicos a partir de matrizes vegetais [125], é a microextração em fase sólida 
(SPME). 
2.3.3.1. Extração líquido-líquido (LLE) 
A LLE é uma técnica de separação que envolve a distribuição de uma ou mais 
substâncias entre duas fases líquidas imiscíveis, onde numa das fases o analito se encontra 
dissolvido (fase aquosa) e a outra é um solvente orgânico (solvente extrator). A escolha 
do solvente extrator é o passo determinante desta técnica, uma vez que a eficiência de 
extração irá depender da afinidade do soluto pelo solvente extrator [98]. 
Para a extração de polifenóis os solventes orgânicos mais utilizados são o metanol, 
o propanol, a acetona, o acetato de etilo e as suas combinações em diferentes proporções 
[126, 127]. Para a determinação de certos polifenóis o solvente requer ser acidificado 
como é o caso das antocianinas, para que o meio acidificado possa destruir as membranas 
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celulares e as dissolvam e estabilizem [128]. A temperatura utilizada para a extração LLC, 
em geral, é a temperatura ambiente. No entanto, estudos recentes indicam que uma 
temperatura entre os 20 e os 40 ºC  não causa a degradação dos compostos, o tempo de 
extração é menor e evita o processo de oxidação por intervalos de tempos longos [126, 
129]. 
2.3.3.2. Extração fase-solida (SPE) 
A SPE, atualmente, é uma das técnicas mais utilizadas para a extração e/ou 
concentração de amostras complexas, permitindo que analitos em concentrações 
diminutas sejam detetados por cromatografia [130]. Inicialmente desenvolvida para 
suprimir as desvantagens da LLE, esta técnica rapidamente tornou-se popular sendo 
utilizada em diversas áreas como a área alimentar [131], farmacêutica [132], ambiental 
[133], toxicológica [134], entre outras. 
Em geral, a SPE compreende quatro etapas, nomeadamente o condicionamento 
do sorvente, a passagem da amostra pela fase extratora, o clean-up e por fim a eluição do 
analito (Figura 11). 
 
Figura 11. Representação esquemática das etapas de extração da SPE (adaptado de 
Alves [113]). 
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A primeira etapa da SPE consiste no condicionamento do sorvente que é realizado 
com um solvente adequado, geralmente metanol, que tem como finalidade solvatar os 
grupos funcionais do sorvente, garantindo a sua interceção com a amostra [130].  
Na segunda etapa, a amostra líquida é transferida cartucho de SPE. A passagem 
da amostra pelo sorvente resulta na retenção dos analitos devido às interações químicas 
estabelecidas com a fase estacionária. Em geral, os interferentes provenientes da amostra 
são eluídos, mas alguns podem ficar retidos, conjuntamente, com os analitos, razão pela 
qual existe a etapa seguinte, o clean-up. Nesta etapa, ocorre a eliminação dos compostos 
interferentes por meio da lavagem com solvente, normalmente água, solventes orgânicos 
diluídos ou mesmo soluções tampão [113, 130]. 
A última etapa consiste na eluição dos analitos que se realiza com ajuda de um 
solvente, que deve de ter a capacidade de quebrar as interações entre o analito e o sorvente 
[113]. 
2.3.3.3. Micoextração por sorvente empacotado (MEPS) 
O método de extração MEPS é uma miniaturização da técnica convencional da 
SPE, na qual os volumes de amostras e dos solventes foram reduzidos de mililitros a 
microlitros. Esta técnica utiliza os mesmos sorventes que a SPE, entre as quais se 
destacam as fases de sílica funcionalizada com os grupos etil (C2), octil (C8) e octadecil 
(C18), as resinas de troca iónica como a SCX, a R-AX e R-CX, e as fases poliméricas de 
estireno divinil-benzeno (HLB-DVB, H-DVB). Contrariamente aos cartuchos de SPE, a 
fase sólida (sorvente) da MEPS encontra-se empacotada numa microcoluna, conectada a 
uma agulha de uma  microsseringa de capacidade de 100 -  500 µL, como se pode observar 
na Figura 12 [114, 121, 135].  
 
Figura 12. a) Representação esquemática da microsseringa MEPS com microcoluna 
empacotada. b) seringa MEPS (adaptado de Queiroz [135]). 
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 A extração por MEPS utiliza as mesmas etapas da SPE, nomeadamente, o 
condicionamento do sorvente com o solvente mais apropriado, a introdução da amostra 
(que é aspirada e dispensada pela agulha da microsseringa), a etapa da lavagem que 
elimina os interferentes que possam estar retidos com os analitos no sorvente e, 
finalmente, a eluição dos analitos de interesse [114].  
 Atualmente, a MEPS encontra-se disponível em três versões: manual, que foi o 
primeiro formato disponível, o qual utiliza uma seringa analítica com capacidade máxima 
de 250 µL, a versão semi-automática que contém um dispositivo totalmente digital para 
realizar a aspiração e dispensa de líquidos, o qual permite programar todas as tarefas do 
procedimento de extração e por último a versão automática caraterizada por plataformas 
robóticas (Figura 13). Tanto a versão semi-automática como a automática possibilitam 
métodos analíticos mais fiáveis e precisos do que a MEPS manual, uma vez que os erros 
associados ao operador humano são minimizados. [114, 135].  
 
Figura 13. Representação esquemática das diferentes versões da MEPS (adaptado de Gonçalves 
[114]). 
Esta técnica de extração tem sido utilizada para extrair uma ampla gama de 
analitos em diferentes tipos de matrizes incluindo fármacos em amostras biológicas, 
hidrocarbonetos aromáticos policíclicos e resíduos semi-voláteis em água, análise do teor 
de flavonoides em sumos de fruta e de compostos fenólicos em cereais [136].  
2.3.3.4.  QuEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe)   
A metodologia de extração QuEChERS foi desenvolvida inicialmente para a 
análise de resíduos de pesticidas em frutas, legumes e vegetais [137]. É um processo 
rápido e eficiente na extração de compostos de resíduos em amostras de alimentos e na 
remoção de interferentes como pigmentos, açúcares e lípidos. Esta técnica apresenta 
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várias vantagens, fornece resultados de qualidade com uma abordagem rápida, fácil e de 
baixo custo, permite a análise de amostras de matrizes sólidas e líquidas [138, 139]. Esta 
técnica devido à sua praticidade e vantagens, nos últimos anos, tem sido utilizada para a 
determinação de polifenóis em frutas e vegetais [124, 140]. 
O método QuEChERS compreende três etapas essenciais, nomeadamente, a 
extração, a partição de amostra e a etapa de clean up (Figura 14). 
 
Figura 14. Representação esquemática das etapas do QuEChERS. 
 A primeira etapa consiste na mistura de um solvente orgânico, geralmente, 
acetonitrilo com a amostra. Este solvente ajuda a ter uma menor quantidade de 
interferentes lipofílicos como gorduras provenientes da amostra [141].  
 Seguidamente, ocorre a etapa da partição onde se adiciona os sais para extrair os 
analitos alvo, promovendo o efeito de salting out. A partição é controlada através da 
combinação do cloreto de sódio e do sulfato de magnésio (chamado de sal secante), que 
têm como finalidade melhorar as percentagens de recuperação para analitos polares já 
que a adição destes diminui a solubilidade dos compostos na fase aquosa. O sal secante 
possui uma grande capacidade de remoção de água e quando é hidratado sofre uma reação 
exotérmica, originando um aquecimento entre os 40 a 45 ºC, favorecendo, assim a 
extração de compostos, especialmente apolares [141, 142].  
 Nestas duas etapas é essencial a interação entre os sais, o solvente orgânico e a 
amostra. Para facilitar essa interação, a amostra é homogeneizada através de agitação 
manual ou com o auxílio de um vórtex e posteriormente, a mistura é centrifugada para 
que ocorra o processo de separação das duas fases. A fase superior (orgânica) é recolhida 
e transferida para outro tubo de centrifuga para a realização da etapa seguinte, o clean up 
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[113, 142]. Esta etapa consiste numa extração em fase sólida dispersiva (dSPE) e permite 
que o clean up e a redução de água sejam efetuados de forma rápida e simultânea, 
originando um extrato final de menor polaridade pela precipitação dos interferentes 
polares.  
Na dSPE utilizam-se cartuchos ou colunas com determinados sorventes, que são 
selecionados com base na capacidade de reter os compostos da matriz. Um dos sorventes 
utilizados é o PSA (primary secondary amine), que têm como objetivo a retenção dos 
interferentes da matriz como ácidos orgânicos, açúcares e outros compostos polares que 
estejam presentes na amostra. Outros sorventes também utilizados na dSPE são: C18, GCB 
(graphitised carbon black) e o MgSO4.  Estes são selecionados dependendo da 
complexidade da matriz; por vezes se requer a mistura de vários sorventes para o processo 
de limpeza, havendo atualmente kits com várias misturas de sorventes disponíveis. Nesta 
etapa é também realizada a homogeneização por agitação e posterior centrifugação para 
obtenção do extrato final. Uma vez obtido o extrato este é colocado num vial para análise 
cromatográfica ou pode ser evaporado e posteriormente analisado (dependendo da 
complexidade da amostra e do objetivo da análise) [113].  
2.3.3.5.  Microextração em fase solida (SPME) 
A SPME é uma técnica de extração e pré-concentração de amostras muito simples, 
que tem por base a extração sortiva [98]. Atualmente, esta técnica é muito utilizada para 
analisar o perfil volátil de alimentos e bebidas, como o vinho [143, 144], as frutas [145, 
146], os vegetais [147, 148], entre outros. 
Normalmente, a extração dos analitos presentes numa matriz aquosa são 
absorvidos/adsorvidos para uma fina fibra de sílica fundida revestida por uma camada 
polimérica [149], que se encontra colocada num dispositivo com a forma de uma seringa 
como ilustra a Figura 15. 
 
Figura 15. Dispositivo de SPME (adaptado de Gonçalves [150]). 
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Conforme o tipo de analitos em estudo e a complexidade da amostra, a SPME 
pode ser efetuada por imersão direta (DI-SPME), por headspace (HS-SPME) ou com o 
auxílio de uma membrana (M-SPME). Na DI-SPME a fibra é posta em contacto 
diretamente com amostra, enquanto que na HS-SPME a fibra exposta na fase de vapor 
acima da amostra (headspace). Similarmente à DI-SPME encontra-se a extração por 
membrana, diferindo apenas no facto da fibra se encontrar protegida por uma membrana 
semipermeável. A Figura 16 ilustra os diferentes modos de SPME. 
 
Figura 16. Representação esquemática dos modos de SPME (a) por imersão direta, (b) por 
headspace (c) por membrana (adaptado de Gonçalves [151]). 
A HS-SPME é provavelmente o modo de extração mais utilizado para a análise 
de compostos voláteis, visto que é mais seletivo que a imersão direta, evitando outras 
interferências como substâncias de elevado peso molecular, eventualmente presentes na 
matriz. 
O procedimento típico de HS-SPME é muito simples. Regra geral, com a fibra 
retraída a agulha perfura o septo do frasco de amostragem, e em seguida o êmbolo do 
dispositivo é pressionado e a fibra é exposta no headspace da amostra. Aí os analitos da 
matriz através de um processo de adsorção/absorção aderem à fibra, dando-se a extração. 
Uma vez atingido o equilíbrio entre a concentração de analitos no headsapce e no 
revestimento da fibra, o processo considera-se terminado e a fibra é retraída para o interior 
da seringa e a agulha é removida do frasco de amostragem. Posteriormente a agulha entra 
no injetor do sistema cromatográfico onde a fibra é exposta e, por ação da temperatura, 
ocorre a dessorção dos analitos [152-154]. A Figura 17 ilustra as etapas da SPME. 
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Figura 17. Representação esquemática de um dispositivo SPME na absorção e dessorção da 
fibra de SPME (adaptado de Alves [155]). 
De salientar que são diversos os fatores que influenciam o processo de extração 
destacando-se o tipo de fibra, a temperatura e o tempo de extração, a agitação e o volume 
da amostra, a força iónica do meio e o pH da amostra [156]. Normalmente, cada um destes 
parâmetros deve ser otimizado, para uma determinada matriz, de modo a obter a melhor 
eficiência de extração.  
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3. PARTE EXPERIMENTAL 
3.1. Reagentes e Padrões analíticos 
Os padrões e reagentes usados no desenvolvimento deste trabalho foram de grau 
analítico adequado às análises realizadas. As Tabela 17A e Tabela 18A apresentadas em 
anexo descrevem a lista de padrões e reagentes utilizados. 
De salientar que a água ultrapura, com resistividade mínima 18,2 MΩ/cm à 
temperatura ambiente, foi obtido por num sistema de purificação de água Milli-Q® da 
Millipore (Bedford, EUA). 
3.2. Material e equipamento 
Tratando-se de um trabalho de cariz experimental, todos os materiais de 
laboratório utilizados foram adequados às atividades desenvolvidas. Os materiais de vidro 
usados para medições volumétricas, como balões e pipetas volumétricas, eram de classe 
A, provenientes da Labbox, enquanto que as micropipetas usadas para a medição de 
volumes exatos foram provenientes da Orange Scientific. De salientar que estas 
micropipetas utilizavam pontas descartáveis (modelo Gilson® da Frilabo), que foram trocadas 
após cada utilização. 
Para a metodologia de extração SPME foram utilizados uma fibra 
Divinilbenzeno/Carboxeno/Polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS, 50/30 µm), um suporte 
manual de SPME e um frasco de vidro âmbar de capacidade máxima 25 mL 
hermeticamente vedado com septo de teflon (Supelco, USA). Quanto à metodologia de 
extração QuEChERS, foram utilizados tubos falcon de 50 mL (VWR®, Carnaxide, 
Portugal) e tubos de clean up DisQue de capacidade máxima 2 mL, contendo 150 mg 
MgSO4, 25 mg de PSA e 25 mg de C18 (Waters, Mildford, MA, EUA). Os extratos obtidos 
nesta metodologia foram filtrados com filtros de seringa de 0,22 µm de 
politetrafluoretileno (PTFE) hidrofílicos da BGB® Analytik (Alexandria, VA, EUA) e 
colocados em vials âmbar de capacidade 1,5 mL da Waters (Mildford, MA, EUA) com 
os respetivos insertos cónicos de vidro de 250 µL. 
Os solventes utilizados nas fases móveis da cromatografia líquida foram 
devidamente filtrados a vácuo pelo sistema de filtração All-Glass da Millipore e 
armazenados em frascos de vidro de borosilicato da VWR® (Carnaxide, Portugal).  
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Quanto às análises espetrofotométricas para a determinação do teor de compostos 
bioativos tais como os fenóis, os flavonoides, as antocianinas, as betalainas e os 
carotenoides, assim como a capacidade antioxidante foram utlizadas células de quartzo 
de comprimento ótico 10 mm da Hellma® Analytics. 
No decorrer deste trabalho foram utilizados uma série de equipamentos 
disponibilizados pelo Centro de Química da Madeira (CQM), que garantiram a execução 
deste estudo. A Tabela 19A que se encontra em anexo descreve os principais 
equipamentos utilizados. 
3.3. Amostras 
Foram analisados 11 vegetais distintos, nomeadamente o tomate (Solanum 
lycopersicum), tomate inglês (Solanum betaceum), agrião (Rorippa nasturtium-
aquaticum), brócolos (Brassica oleracea), espinafre (Spinacia oleracea), cenoura branca 
e cenoura laranja (Daucus carota), beterraba (Beta vulgaris), cebola branca e cebola roxa 
(Allium cepa) e alho (Allium sativum). As amostras de vegetais foram adquiridas numa 
superfície comercial do Funchal (Mercado dos Lavradores), Ilha da Madeira no mês de 
Setembro de 2015. Para cada amostra vegetal foram adquiridos 1 kg de forma aleatória 
das prateleiras do mercado, descartando os vegetais com aparência desagradável.   
Cada amostra foi lavada em água corrente e todas as partes não comestíveis foram 
removidas manualmente ou com o auxílio de uma faca. Seguidamente, cada amostra foi 
colocada num triturador para a obtenção das polpas e posteriormente armazenadas a – 20 
°C ao abrigo da luz até à realização das análises. 
3.4. Obtenção dos extratos por USAE 
A extração dos compostos bioativos presentes em cada matriz vegetal foi efetuada 
de acordo com o procedimento descrito por Annegowda [157] com algumas 
modificações. Essencialmente, 10 g de amostra foram colocada num frasco de vidro 
âmbar contendo metanol na proporção de 1:10 (m/v). Após homogeneização, a mistura 
foi colocada num banho ultrassónico (42 kHz) a 30 ºC durante 30 minutos. Este método 
é frequentemente utilizado para facilitar a extração de metabolitos a partir de material 
vegetal, uma vez que a aplicação de ultrassons com elevada intensidade gera tensões 
mecânicas na suspensão celular, suficientes para causar a rutura das células, aumentando 
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deste modo a solubilização dos metabolitos no solvente e consequentemente a eficiência 
de extração [158]. 
O extrato obtido foi decantado e filtrado através de filtros de papel WhatmanTM 
No. 1 da GE Healthcare (Buckinghamshire, Inglaterra) e o filtrado resultante dividido em 
alíquotas de 8 mL e armazenado a – 20 ºC até à realização das análises. 
3.5. Determinação de compostos bioativos  
3.5.1. Determinação do teor total de compostos fenólicos   
A determinação do teor total de compostos fenólicos dos extratos vegetais foi 
realizada com base na metodologia descrita por  Tharasena [159] com ligeiras 
modificações. Resumidamente, 50 µL do extrato foram adicionados a 3 mL de água 
destilada e 250 µL de reagente de Folin Ciocalteau. Após agitação adicionou-se 750 µL 
de Na2CO3 a 20 % e deixou-se a mistura reagir por 30 minutos à temperatura ambiente e 
ao abrigo da luz. Ao fim deste período a absorvância da solução foi registada a 750 nm 
utilizando o metanol como branco. O teor total de compostos fenólicos, expresso em mg 
de equivalentes de ácido gálico por grama de massa fresca (mg GAE/g vegetal), foi 
determinado por interpolação da absorvância na equação da reta obtida através da 
construção de uma curva de calibração com ácido gálico num intervalo de concentrações 
de 25 até 400 µg/ml. De salientar que as análises foram realizadas em triplicado e os 
resultados apresentados correspondem aos valores médios.  
3.5.2. Determinação de flavonoides totais  
A determinação do teor de flavonoides totais foi efetuada através do ensaio 
colorimétrico com cloreto de alumínio (AlCl3) usando o procedimento descrito por 
Marinova [160]. Neste ensaio, 1 mL de extrato vegetal foi pipetado para um balão 
volumétrico de 10 mL contendo uma mistura de 4 mL de água destilada e 300 µL de 
NaNO2 (5%). Após 5 minutos de reação adicionou-se 300 µL de AlCl3 (10%) e deixou-
se a mistura em repouso durante 6 minutos. Em seguida 2 mL de NaOH (1M) foram 
adicionados à mistura e o balão aferido com água destilada. Após homogeneização, a 
absorvância da solução foi medida aos 415 nm. Os resultados foram obtidos por meio da 
equação da reta resultante da curva de calibração em quercetina num intervalo de 
concentrações de 10 até 400 µg/mL. Todas as amostras foram analisadas em triplicado e 
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os resultados expressos em mg equivalentes de quercetina por grama de massa fresca (mg 
QE/g vegetal).  
3.5.3. Determinação do teor de antocianinas totais  
A análise do teor de antocianinas totais foi realizado pelo método do pH 
diferencial proposto por Giusti [161]. Numa primeira fase do processo foram preparadas 
as soluções tampão cloreto de potássio (KCl, pH=1) 0,025 M e acetato de sódio 
(CH3CO2Na, pH= 4,5) 0,4 M. Em seguida os extratos vegetais (250 µL) foram diluídos 
em cada uma destas soluções tampão (2250 µL) e a absorvância registada a 520 nm e 700 
nm. A concentração de antocianinas totais nas amostras foi calculada com base nas 
seguintes equações: 
𝑇𝐴 (𝑚𝑔/𝐿) =
𝐴×𝑀𝑀×𝐷𝐹×1000
𝜀×1
 
 
𝐴 = (𝐴λ520 − 𝐴λ700)𝑝𝐻1,0 − (𝐴λ520 − 𝐴λ700)𝑝𝐻4,5 
onde TA corresponde ao teor de antocianinas, A é a diferença entre as absorvâncias nos 
diferentes pH’s de acordo com a equação 2, MM é a massa molar da cianidina-3-
glucosideo (449,2 g/mol), FD é o fator de diluição e ε é o coeficiente de extinção molar 
da cianidina-3-glucosideo (26900 L/mol.cm). 
3.5.4. Determinação do teor de betalaínas   
Para as amostras de beterraba determinou-se o teor de betaxantinas e betacianinas 
de acordo com o procedimento descrito por Ravichandran [162]. Segundo este autor, a 
absorvância dos extratos é medida nos comprimentos de onda 480 nm e 538 nm e o teor 
de betalaínas é obtido através da seguinte equação: 
𝑇𝐵 (𝑚𝑔/𝐿) =
𝐴×𝑀𝑀×𝐷𝐹×100
𝜀×𝐼
 
onde TB corresponde ao teor de betalaínas, A é absorvância do extrato, FD é o fator de 
diluição e I é o comprimento do percurso ótico (1 cm). Para a quantificação das 
betacianinas e das betaxantinas as massas molares (MM) e os coeficientes de extinção 
(Equação 1) 
(Equação 2) 
(Equação 3) 
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molar (ε) são 550 g/mol e 60000 L/mol.cm para as betacianinas e 308 g/mol e 48000 
L/mol.cm para a betaxantinas respetivamente.  
3.5.5. Determinação do teor de carotenoides totais 
A quantificação de carotenoides totais nos extratos vegetais foi determinada com 
base no procedimento descrito por Lichtenthaler [163]. Segundo os autores a leitura das 
absorvâncias dos extratos deverá ser efetuada em diferentes comprimentos de onda, tendo 
em conta o solvente extrator. O teor de clorofilas a e b também deve ser tido em conta, 
uma vez que os espetros de absorção destes pigmentos se sobrepõem parcialmente ao dos 
carotenoides. Assim, a quantificação dos carotenoides pode ser facilmente determinada 
pelas seguintes equações: 
𝐶𝑎(𝜇𝑔 𝑚𝑙)⁄ = 16,72 𝐴665,2 − 9,16 𝐴652,4 
 
 
𝐶𝑏(𝜇𝑔 𝑚𝑙)⁄ = 34,09 𝐴652,4 − 15,28 𝐴665,2 
 
 
𝐶(𝑥+𝑐)(𝜇𝑔 𝑚𝑙)⁄ = (1000 𝐴470 − 1,63 𝐶𝑎 − 104,96 𝐶𝑏)/221 
 
Onde Ca corresponde à concentração de clorofila a, Cb é a concentração de 
clorofila b, C(x+c) é a concentração de carotenoides totais (xantofilas e carotenos), A665,2 é 
a absorvância a 665,2 nm, A652,4 é a absorvância a 652,4 nm e A470 é a absorvância a 470 
nm. 
3.6. Determinação in vitro da Capacidade Antioxidante  
A determinação da capacidade antioxidante dos extratos vegetais foi efetuada 
através dos ensaios colorimétricos DPPH, ABTS e FRAP de acordo com as metodologias 
descritas por Thaipong [88], com algumas modificações. De salientar que todas as 
determinações foram efetuadas em triplicado e os resultados apresentados correspondem 
a valores médios. 
3.6.1. Método DPPH (2,2-difenil-1- picrilhidrazilo) 
 A avaliação da capacidade antioxidante pelo método DPPH consiste 
essencialmente, na redução do radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH·), na 
(Equação 4) 
(Equação 5) 
(Equação 6) 
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presença de um antioxidante, que pode ser acompanhada espetrofotometricamente através 
da alteração da cor [64]. Em termos práticos, este ensaio baseou-se na adição de 150 µL 
de amostra a 2850 µl de solução metanólica do radical DPPH· (60 mM) de cor violeta. 
Após homogeneização, a reação foi acompanhada espetrofotometricamente durante 
intervalos de tempo regulares (30 s) até 30 minutos a 515 nm. A percentagem de inibição 
do DPPH· foi posteriormente calculada de acordo com a equação 7. 
% 𝑖𝑛𝑖𝑏𝑖çã𝑜 𝐷𝑃𝑃𝐻 =  
𝐴𝑏𝑠 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 − 𝐴𝑏𝑠 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙
𝐴𝑏𝑠 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 
 ×100 
 
 Abs inicial representa a absorvância da solução no tempo 0 e Abs final corresponde à 
absorvância da solução no final dos 30 minutos. 
A atividade antioxidante, expressa em µM de equivalentes de trolox por grama de 
massa fresca (µM TE/g vegetal), foi determinada pela equação da reta resultante da curva 
de calibração em trolox num intervalo de concentrações de 10 até 1200 µM. A 
concentração de amostra necessária para inibir 50 % do radical DPPH· (EC50) foi 
igualmente avaliada neste estudo. Para tal, o valor de EC50 foi obtido por interpolação 
gráfica da % de inibição do DPPH· em função da concentração do extrato vegetal. 
3.6.2. Método ABTS·+ (Ácido 2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazoline-6-sulfónico) 
O método ABTS·+ é uma das metodologias mais populares na determinação da 
capacidade antioxidante de alimentos e produtos naturais devido à sua simplicidade e 
reprodutibilidade dos resultados [164]. Experimentalmente este método consiste na 
formação do radical 2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-ácido sulfónico) (ABTS·+) 
através da reação de uma solução ABTS (7,4 mM) com uma solução de persulfato de 
potássio (K2S2O8) 2,6 mM na proporção 1:1 (v/v). A mistura reacional foi conservada ao 
abrigo da luz e à temperatura ambiente durante 12 horas. Segundo Re [81] a solução 
resultante é estável durante 48 horas. Uma vez formado, o radical foi diluído com metanol 
até à obtenção do valor de absorvância 0,700 ± 0,020 a 734 nm. Para a análise da atividade 
antioxidante, os extratos vegetais (150 µL) foram deixados reagir com 2850 µL da 
solução ABTS·+ durante 30 min e a absorvância foi registada no final deste período a 734 
nm. A curva de calibração foi construída com trolox nas concentrações 10, 20, 50, 100, 
200 e 400 µM e os resultados da atividade antioxidante expressos em µM equivalentes 
de trolox por grama de massa fresca (µM TE/g vegetal). 
(Equação 7) 
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3.6.3. Método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) 
O poder antioxidante por redução do ião férrico (FRAP) constitui um método 
complementar na avaliação da capacidade antioxidante de frutos e vegetais [82-84], onde 
o complexo férrico-tripiridiltriazina [Fe(III)-TPTZ] (cor amarela) é reduzido ao 
complexo ferroso [Fe(II)-TPTZ] (cor azul) em condições ácidas. 
Em termos práticos, este ensaio baseou-se na adição de 150 µL de amostra a 2850 
µL de solução FRAP preparada através da mistura de 25 mL de tampão acetato 300 mM 
(pH 3,6), 2,5 mL de solução TPTZ 10 mM em HCl (40 mM) e uma solução de 
FeCl3.6H2O (20 mM). A mistura resultante foi deixada reagir durante 30 minutos a 37 ºC 
ao abrigo da luz. A leitura das absorvâncias foi registada a 593 nm e os resultados 
determinados por interpolação da absorvância na equação da reta obtida através da 
construção de uma curva de calibração com trolox num intervalo de concentrações de 10 
até 400 µM. 
3.7. Determinação dos Compostos Fenólicos por UHPLC-PDA  
A análise química de compostos fenólicos presentes em matrizes complexas, 
como frutas e vegetais, por técnicas cromatográficas requer, geralmente, um tratamento 
prévio da amostra. Neste sentido, a metodologia de extração QuEChERS assistida por 
ultrassons foi avaliada neste estudo tendo por base o método desenvolvido por Silva 
[124], com algumas modificações. 
3.7.1. Preparação das Soluções Padrões 
Para a otimização do método de extração e análise do teor de compostos fenólicos 
por UHPLC-PDA foram preparadas soluções padrão individuais do ácido protocatecúico, 
catequina, ácido gentísico, seringaldeído, ácidos o-, p- e m-coumárico, ácido ferúlico, 
ácido vanílico, quercetina, ácido cinâmico e kaempferol em metanol para uma 
concentração de 1 g/L. Após filtração (filtros de seringa PTFE 0,22 μm) as soluções 
padrão foram distribuídas em alíquotas de 2 mL e armazenadas a – 20 ºC. 
3.7.2. Otimização do Procedimento de Extração QuEChERS 
A otimização do procedimento de extração QuEChERS constituiu uma das etapas 
fundamentais deste trabalho. Neste estudo foram efetuadas modificações na metodologia 
QuEChERS desenvolvida anteriormente no laboratório, para extrair compostos fenólicos 
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em matrizes vegetais [124]. A otimização do procedimento levou à adição de um novo 
passo, a extração assistida por ultrassons, onde foram avaliados diferentes tempos de 
extração (1 min, 5 min e 10 min) de forma a melhorar a homogeneização da amostra e 
aumentar a eficiência de extração. Neste estudo também foram avaliados diferentes 
solventes de extração, nomeadamente metanol (MeOH), acetonitrilo (ACN), acetato de 
etilo (EtOAc), MeOH:ACN (50:50, v/v), MeOH:EtOAc (50:50, v/v), ACN:EtOAc (50:50 
v/v) e MeOH:H2O (80:20, v/v). O procedimento experimental QuEChERS está 
esquematizado na Figura 18. 
 
Figura 18. Representação esquemática do procedimento de extração QuEChERS. 
De salientar que a otimização foi efetuada numa amostra vegetal (cenoura) 
enriquecida com a solução padrão das substâncias em estudo (15 µg/mL). Todos os 
ensaios foram realizados em triplicado. 
3.7.3. Condições Cromatográficas 
A identificação e quantificação dos compostos fenólicos foi efetuada num 
equipamento de cromatografia líquida de ultra eficiência Acquity UPLC H-Class da 
Waters (Figura 19), equipado com um sistema de bombas quaternário com módulo de 
desgaseificação integrado (QSM), um amostrador automático (SM), um forno de colunas 
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e um detetor de fotodiodos (PDA) modelo 2996. Toda a configuração do equipamento foi 
controlada pelo software Empower® v2.0 (Waters Corporation). 
 
Figura 19. Sistema UHPLC-PDA da Waters modelo Acquity UPLC H-Class (adaptado de 
Gonçalves [151]). 
A coluna analítica utilizada para separar os compostos fenólicos foi uma 
ACQUITY UPLC® HSS T3 (100 × 2,1 mm, 1,8 µm de diâmetro de partícula) da Waters 
(Milford, MA, EUA). Durante as análises a temperatura da coluna foi mantida a 40 ºC e 
o amostrador automático programado para uma temperatura de 20 ºC, de modo a evitar a 
degradação dos analitos. O volume de injeção, tanto dos padrões como das amostras, foi 
de 2 µL e a separação cromatográfica ocorreu em modo de gradiente usando como fase 
móvel uma solução aquosa de ácido fórmico a 0,1% (eluente A) e metanol (eluente B). A 
Tabela 3 descreve o gradiente utilizado na separação dos analitos em estudo. 
Tabela 3. Gradiente de fase móvel usado na separação dos compostos fenólicos. 
Tempo (min) % A % B 
0 80 20 
3 60 40 
6 55 45 
8 30 70 
10 30 70 
12 80 20 
14 80 20 
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O fluxo durante as análises foi constante (250 μL/min) atingindo uma pressão 
máxima de 6000 psi. De salientar que todos os solventes do sistema de eluentes (fase 
móvel) foram previamente filtrados através de um sistema de filtração com filtro de 
membrana PTFE 0,22 μm. 
3.7.4. Validação do método analítico  
A validação de um método analítico é um estudo experimental que tem como 
objetivo demonstrar que o procedimento analítico avaliado é adequado ao fim a que se 
destina, de modo a assegurar a confiabilidade dos resultados obtidos [165]. Neste sentido, 
o processo de validação deve incluir todos os parâmetros necessários para assegurar a 
fiabilidade do método, como a seletividade, a linearidade, a precisão, a exatidão, os 
limites de detenção e quantificação e a eficiência de extração. No presente trabalho a 
validação da metodologia QuEChERS/UHPLC-PDA foi efetuada através da avaliação 
destes parâmetros analíticos. Importa referir que a análise quantitativa dos compostos 
fenólicos foi realizada pelo método de padronização interna, que consiste na adição de 
uma substância conhecida (padrão interno) numa quantidade constante às amostras. Este 
método é, particularmente, útil quando o método analítico utilizado envolve diversas 
etapas de tratamento com significativa manipulação da amostra (por exemplo, extração, 
diluição, centrifugação, concentração, entre outros). 
3.7.4.1.  Seletividade 
A seletividade de um método analítico corresponde à capacidade de detetar os 
analitos de interesse numa matriz, sem a interferência de outros elementos que possam 
estar presentes na amostra [166]. Para demonstrar a seletividade do método, as amostras 
de frutas e vegetais foram analisadas pelo método otimizado QuEChERS/UHPLC-PDA 
e comparadas com uma solução de padrões de concentração 10 µg/mL. A ausência de 
sinais interferentes nos mesmos tempos de retenção e comprimentos de onda dos analitos 
provam que o método é seletivo. 
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3.7.4.2. Linearidade  
A linearidade de um método analítico corresponde à capacidade deste produzir 
resultados diretamente proporcionais à concentração de analito, numa determinada gama 
de concentrações [167, 168]. Para a maioria das técnicas analíticas, a linearidade do 
método pode ser determinada a partir da relação matemática entre o sinal do equipamento 
(e.g. área ou altura do pico cromatográfico) e a concentração ou massa da espécie de 
interesse [169], geralmente obtida pela equação de regressão linear: 
𝑦 = 𝑎𝑥 + 𝑏 
 
onde y corresponde à resposta do equipamento, a é o declive da reta, x é a concentração 
da espécie de interesse e b a ordenada da origem. 
Além dos coeficientes de regressão a e b, também é possível calcular, a partir dos 
pontos experimentais, os coeficientes de correlação linear (r) e de determinação (r2) que 
são parâmetros que permitem uma estimativa da qualidade da curva obtida, pois quanto 
mais próximos de 1,0, menor é a dispersão do conjunto de pontos experimentais e menor 
a incerteza dos coeficientes de regressão estimados [169]. No entanto, a magnitude de 
tais coeficientes indica apenas o grau de ajuste dos dados à reta de calibração, que só por 
si, não são suficientes para estabelecer a linearidade [170]. Frequentemente a verificação 
da linearidade é efetuada através da comparação das variâncias obtidas a partir dos 
desvios padrão residuais da função de calibração linear e de uma função de calibração 
não linear [171]. Este teste estatístico, designado de teste de Mandel ou teste de 
Fisher/Snedecor, permite avaliar qual dos modelos, linear ou não-linear (polinomial), 
proporciona um melhor ajustamento aos pontos da reta de calibração [113, 151]. A 
diferença das variâncias DS2 é calculada através da equação 9: 
𝐷𝑆2 = (𝑁 − 2)×𝑆𝑦
𝑥⁄
2 − (𝑁 − 3)×𝑆𝑦2
2  
onde N representa o número de padrões de calibração, 𝑆𝑦
𝑥⁄
2 a variância da correlação 
linear e 𝑆𝑦2
2  a variância da correlação não linear (polinomial). 
O valor teste (VT) é determinado posteriormente pela equação 10 e o resultado 
comparado com o valor correspondente da distribuição F de Snedecor/Fisher para um 
grau de confiança de 95%. 
𝑉𝑇 =
𝐷𝑆2
𝑆𝑦2
2  
(Equação 8) 
(Equação 9) 
(Equação 10) 
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 Se VT ≤ F(0,95; 1; N-3) o ajuste linear é o mais adequado. No entanto, se VT ≥ F(0,95; 
1; N-3) então o ajuste não linear (polinomial) é o mais apropriado [168]. 
A avaliação da linearidade foi efetuada através da construção de uma curva de 
calibração, para cada analito, com cinco pontos de calibração (N = 5) numa gama de 
concentrações que variaram entre 5 e 25 µg/mL. Esta gama de trabalho foi selecionada 
tendo em conta a sensibilidade do detetor do UHPLC e a gama de concentrações de 
polifenóis habitualmente encontradas em frutos e vegetais. Para cada solução de 
calibração foi adicionado o padrão interno trolox (10 μg/mL). 
3.7.4.3. Limites de Deteção e Quantificação 
A estimativa dos limites analíticos é um parâmetro fundamental em qualquer 
validação, pois este critério irá demonstrar a capacidade do método detetar/quantificar 
baixas concentrações do analito. Enquanto que o limite de deteção (LOD) é definido 
como a menor concentração de analito que pode ser detetada, mas não necessariamente 
quantificada, o limite de quantificação (LOQ) corresponde à quantidade mais baixa de 
analito que pode ser quantificada com precisão e exatidão aceitáveis [168]. Embora 
existam diversas formas de determinar os limites analíticos [172], quando o método 
analítico envolve a utilização da calibração linear o LOD e o LOQ podem ser 
determinados através do desvio padrão residual da reta de calibração, de acordo com as 
seguintes expressões: 
𝐿𝑂𝐷 =
3,3×𝑆𝑦 𝑥⁄
𝑎
 
𝐿𝑂𝑄 =
10×𝑆𝑦 𝑥⁄
𝑎
 
onde 𝑆𝑦 𝑥⁄  corresponde ao desvio padrão residual e a o declive da reta de calibração. 
Ambos os limites são expressos em unidades de concentração. 
3.7.4.4. Precisão e Exatidão 
 A precisão e a exatidão de um método analítico são considerados os parâmetros 
mais relevantes da validação, pois são estes os principais indicadores usados para 
determinar a confiabilidade dos resultados [173]. Enquanto que, a precisão exprime a 
(Equação 11) 
(Equação 12) 
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proximidade dos valores analíticos em torno da sua média, a exatidão descreve o grau de 
concordância desses valores em relação ao valor de referência estabelecido como 
verdadeiro [174]. Sob o ponto de vista prático, a precisão pode ser avaliada em termos de 
repetibilidade e precisão intermédia, ao passo que a exatidão pode ser determinada pelo 
cálculo do erro médio relativo. 
A repetibilidade ou precisão intra-dia avalia o grau de concordância entre os 
valores de uma série repetida de ensaios analíticos, efetuados num curto intervalo de 
tempo sob as mesmas condições, ou seja, pelo mesmo analista, mesmo equipamento, 
mesmas condições experimentais e no mesmo laboratório. Relativamente à precisão 
intermédia, também designada de precisão inter-dia, os resultados são avaliados em dias 
diferentes, com analistas diferentes e/ou equipamentos diferentes, sendo este parâmetro 
reconhecido como o mais representativo da variabilidade dos resultados num laboratório 
[167, 174]. Normalmente, a precisão é expressa em termos de desvio-padrão (s) ou desvio 
padrão relativo (RSD %), também conhecido como coeficiente de variação (CV %), de 
uma série de repetições da mesma amostra. 
𝑠 =  
√∑(𝑥𝑖 − ?̅?)
(𝑛 − 1)
 
 
𝐶𝑉 𝑜𝑢 𝑅𝑆𝐷 (%) =  (
𝑠
?̅?
) ×100 
Onde ?̅? corresponde à média aritmética dos resultados obtidos, 𝑥𝑖  valor individual de uma 
medição e 𝑛 o número de medições. 
Assim como a precisão, a exatidão também é um parâmetro que permite avaliar a 
fiabilidade do método analítico e deve ser investigada após a determinação da 
seletividade, linearidade e precisão do método analítico [175]. Em termos práticos a 
exatidão pode ser determinada de diversas formas, destacando-se o uso de materiais de 
referência certificados, a comparação dos resultados com métodos de referência ou 
através de ensaios inter-laboratoriais [174]. No entanto, face à indisponibilidade destes 
recursos, a exatidão pode ser determinada através do cálculo do erro médio relativo (EMR 
ou Bias) para expressar a variação do valor medido em relação a um valor de referência 
[168]. 
(Equação 13) 
(Equação 14) 
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𝐸𝑀𝑅 𝑜𝑢 𝐵𝑖𝑎𝑠 (%) = (
𝐶𝑒𝑥𝑝 − 𝐶𝑡𝑒𝑜𝑟
𝐶𝑡𝑒𝑜𝑟
) × 100 
 𝐶𝑒𝑥𝑝 corresponde à concentração experimental e 𝐶𝑡𝑒𝑜𝑟 a concentração teórica. 
Neste trabalho, a precisão e a exatidão foram avaliadas conjuntamente através da 
análise de uma amostra (cenoura) fortificada a três níveis de concentração, incluindo um 
nível baixo (5 µg/mL), um nível médio (15 µg/mL) e um nível alto (25 µg/mL) da curva 
de calibração. Para cada uma destas concentrações, foram efetuadas 6 réplicas, para 
avaliar a repetibilidade, ao passo que para a precisão inter-dia e a exatidão foram 
analisadas três réplicas, de cada nível, durante três dias não consecutivos. 
3.7.4.5. Eficiência de Extração 
 A eficiência de extração, frequentemente denominada de recuperação ou 
rendimento de extração, corresponde à capacidade do método analítico para recuperar o 
analito adicionado à amostra [113, 151]. Este parâmetro é determinado com base na 
resposta obtida para o analito adicionado na matriz e extraído em relação à resposta obtida 
para a quantidade de analito teoricamente presente (sem extração), sendo o processo tanto 
mais eficiente quanto mais próximo de 100 % [175, 176]. 
Experimentalmente a avaliação da recuperação, foi efetuada a três níveis de 
concentração, incluindo um nível baixo (5 µg/mL), um nível médio (15 µg/mL) e um 
nível alto (25 µg/mL) da curva de calibração. Os valores da recuperação de cada analito 
foram calculados utilizando a seguinte equação: 
𝐸𝑓𝑖𝑐𝑖ê𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑒 𝐸𝑥𝑡𝑟𝑎çã𝑜 (%) =
𝐶𝑒𝑥𝑝
𝐶𝑡𝑒𝑜𝑟
 × 100 
 𝐶𝑒𝑥𝑝 corresponde à concentração experimental e 𝐶𝑡𝑒𝑜𝑟 a concentração teórica. 
3.8.  Determinação da composição volátil das amostras em estudo 
 A caraterização qualitativa da composição volátil dos frutos e vegetais 
selecionados neste estudo foi efetuada com recurso à microextração em fase sólida no 
modo headspace (HS-SPME) combinada com a cromatografia em fase gasosa acoplada 
à espetrometria de massa com deteção por quadrupolo (GC-qMS). 
(Equação 15) 
(Equação 16) 
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3.8.1. Extração por HS-SPME 
A aplicação de uma metodologia HS-SPME eficaz requer, geralmente, a 
otimização dos principais fatores experimentais que influenciam o processo de extração 
e a resposta experimental [177]. À HS-SPME foi efetuada com base nas metodologias 
descritas por Figueira [178] e Perestrelo [144], com algumas modificações. Numa 
primeira fase do processo foram pesados 4 g de polpa de fruta ou vegetal num frasco de 
vidro âmbar de 25 mL e adicionados 5 mL de água ultrapura e 0,5 g de cloreto de sódio 
(NaCl). O vial foi posteriormente selado com um septo de teflon e colocado num banho 
termostatizado a 40 ± 1 ºC sob agitação (800 rpm). Uma vez atingido o equilíbrio térmico 
(5 minutos) a fibra de SPME cujo revestimento era composto por 
divinilbenzeno/carboxeno/polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS, 50/30 µm) foi 
exposta na fase de vapor da amostra durante 45 minutos. Após o término da extração, a 
fibra foi recolhida, a agulha retirada do septo e levada para o sistema cromatográfico. 
De salientar que antes da primeira utilização a fibra de SPME foi condicionada 
segundo as instruções do fabricante, tendo sido colocada no injetor do cromatógrafo a 
uma temperatura de 270 °C durante 60 minutos. No início de cada dia, antes da primeira 
extração, a fibra foi condicionada durante 10 minutos a 250 ºC, de modo a limpar a fibra 
de espécies contaminantes. 
3.8.2. Condições do GC-qMS 
A análise dos compostos orgânicos voláteis e semivoláteis dos frutos e vegetais 
foi realizada num cromatógrafo de fase gasosa 6890N Network GC System (Agilent 
Technologies), acoplado a um espectrómetro de massa do tipo quadrupolo 5973N da 
Agilent Technologies.  
A desorção térmica dos analitos ocorreu no injetor do cromatógrafo (modo 
splitless) que se encontrava a 250 ºC onde a fibra foi exposta durante 10 minutos. Os 
compostos desorvidos foram arrastados pelo gás de arraste hélio (ALPHAGAZ™ 2, Air 
Liquide, Portugal) a um fluxo constante de 1,0 mL/min e separados numa coluna capilar 
de sílica fundida BP20 (SGE, Dortmund, Alemanha) com 60 m de comprimento, 0,25 
mm de diâmetro interno e 0,25 µm de espessura do filme. A temperatura da coluna foi 
mantida inicialmente a 40 ºC durante 1 minuto, seguindo-se um aumento de 1,20 ºC/min 
até os 80 ºC permanecendo a esta temperatura durante 2 minutos. Após este período a 
temperatura aumentou 3 ºC/min até os 150 ºC e manteve-se por 2 minutos, seguindo-se 
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um novo aumento de 40 ºC/min até atingir a temperatura final de 220 ºC, a qual 
permaneceu durante 10 minutos. O tempo total de análise foi de 73,42 minutos. A Figura 
20 ilustra o programa de temperatura utlizado no forno do GC.  
 
Figura 20. Gradiente de temperatura de coluna do GC utilizado para a separação dos analitos. 
As temperaturas da linha de transferência, do quadrupolo e da fonte de ionização 
permaneceram a 250 ºC, 150 ºC e 230 ºC, respetivamente. Os espetros de massa foram 
obtidos através de ionização por impacto eletrónico (EI) utilizando uma energia de 
ionização de 70 eV. As aquisições dos espetros de massa foram realizadas em modo full 
scan (30-300 m/z) e os dados obtidos foram analisados no software MSD ChemStation 
Enhanced Data Analysis (Agilent Technologies). A identificação dos compostos foi 
realizada por comparação do espectro de massa com a biblioteca NIST05 (NIST, 2005 
software, Mass Spectral Search Program V.2.0d; NIST, Washington, DC), considerando 
unicamente aqueles compostos com ≥75% de similaridade com os disponíveis na 
biblioteca. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
4.1. Determinação da Composição Fitoquímica  
 Entre a vasta gama de compostos fitoquímicos que constituem as frutas e os 
vegetais, os compostos fenólicos, os flavonoides, as antocianinas e os carotenoides 
assumem um papel de destaque, devido às suas propriedades antioxidantes e de 
sequestração de radicais livres, os quais são prejudiciais à saúde humana [179]. Neste 
trabalho, a composição fitoquímica de 9 tipos de vegetais e duas variedades de frutos 
produzidos na RAM, foi avaliada em termos de compostos fenólicos totais, de 
flavonoides, de antocianinas e de carotenoides. 
4.1.1. Determinação do teor total de compostos fenólicos   
Para a determinação quantitativa dos compostos fenólicos nos extratos vegetais 
foi utilizado o método do reagente de Folin-Ciocalteu, que consiste essencialmente na 
redução, em meio alcalino, dos ácidos fosfotúngstico e fosfomolíbdico, existentes no 
reagente, pelos grupos hidroxilo dos compostos fenólicos, originando complexos 
molibdénio-tungsténio de cor azul, que podem ser facilmente monitorizados 
espetrofotometricamente a 750-765 nm [180, 181]. A curva de calibração usada para 
quantificar o teor de fenóis totais é, frequentemente, preparada com ácido gálico numa 
gama de concentrações adequada às quantidades habitualmente encontradas destes 
compostos nas matrizes a analisar. No presente trabalho, a gama de concentrações 
selecionada para a construção da curva de calibração variou entre 25 e 400 µg/mL e os 
resultados foram expressos em mg de equivalentes de ácido gálico por grama de massa 
fresca (mg GAE/g vegetal). Na Figura 21 encontra-se representado a curva de calibração 
de ácido gálico utilizada para determinar o teor total de compostos fenólicos dos extratos 
vegetais. 
 
Figura 21. Curva de calibração de ácido gálico utilizada para determinar o teor total de 
compostos fenólicos nos extratos vegetais. 
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Na Tabela 4 encontram-se registados os valores do teor em compostos fenólicos 
totais nas amostras em estudo, calculados por interpolação da absorvância na equação da 
reta (Figura 21). 
Tabela 4. Teor total dos compostos fenólicos nas amostras em estudo. 
Amostras 
Teor de Fenóis totais 
(mg GAE/g vegetal) 
Beterraba  1,02 ± 0,01 
Cebola roxa 1,33 ± 0,09 
Cebola amarela 0,94 ± 0,02 
Alho  0,96 ± 0,01 
Cenoura laranja 0,39 ± 0,02 
Cenoura branca 0,53 ± 0,01 
Agrião  1,10 ± 0,03 
Espinafre  1,00 ± 0,02 
Brócolos 0,96 ± 0,02 
Tomate inglês 1,10 ± 0,02 
Tomate  0,52 ± 0,02 
 
De acordo com os resultados obtidos, verificou-se que os extratos metanólicos da 
cebola roxa, agrião, tomate inglês e beterraba apresentaram os teores mais elevados de 
compostos fenólicos totais, enquanto que a cenoura laranja e o tomate foram as que 
apresentaram os menores teores em polifenóis totais. 
Quando comparadas ambas as variedades de cebola, constatou-se que a variedade 
roxa apresenta um teor mais elevado de compostos fenólicos face à variedade amarela. 
Nile [182], obtiveram resultados semelhantes ao estudarem o teor de compostos fenólicos 
em diferentes variedades de cebola. Os resultados deste estudo mostraram, claramente, 
que o extrato metanólico da cebola roxa apresentou o maior teor de compostos fenólicos, 
seguindo-se o extrato da cebola amarela e por fim o da variedade branca. De acordo com 
Shahidi [183] esta diferença poderá estar associada com o elevado conteúdo de 
antocianinas presentes na cebola roxa, contribuindo desta forma para o teor mais elevado 
nesta variedade. Contrariamente aos estudos anteriores, Cheng. [184] verificaram que as 
cebolas amarelas continham um teor ligeiramente superior às cebolas roxas. Esta 
diferença no teor de compostos fenólicos poderá estar associada à variedade da cebola, 
assim como a fatores  genéticos, as condições ambientais, grau de maturação, condições 
de cultivo, entre outros [183, 185]. 
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Outro estudo curioso, foi o trabalho desenvolvido por Benkeblia [186], acerca da 
avaliação da capacidade antioxidante dos extratos de vegetais pertencentes à família 
Allium, como a cebola e o alho. Numa primeira fase deste estudo, o autor determinou o 
teor de compostos fenólicos totais de 4 variedades de cebola e comparou-os com o alho. 
Os resultados mostraram que a cebola roxa foi a variedade que apresentou o maior teor 
de compostos fenólicos, apesar deste valor ser ligeiramente inferior ao do alho. No 
presente trabalho os resultados foram um pouco diferentes. A cebola amarela apresentou 
o menor teor de fenóis totais (0,94 mg GAE/g vegetal), seguindo-se o alho (0,96 mg 
GAE/g vegetal) e por fim a cebola roxa (1,33 mg GAE/g vegetal). 
Relativamente aos extratos do agrião e do tomate inglês, apesar destas duas 
espécies pertencerem a famílias distintas, o teor de compostos fenólicos totais encontrado 
foi semelhante (1,10 mg GAE/g vegetal). Quando comparados estes valores com os 
reportados na literatura, verificou-se que os resultados obtidos são ligeiramente inferiores 
ao esperado. Zeb [187], ao estudarem a composição fitoquímica dos extratos metanólicos 
das diferentes partes do agrião obtiveram teores na ordem dos 2,06 mg GAE/g para as 
raízes, 2,64 mg GAE/g nos caules e 3,21 mg GAE/g nas folhas.  
Em relação ao tomate inglês, Mandal [188] ao avaliarem a composição 
fitoquímica das diferentes partes do fruto, verificaram que a concentração de fenóis totais 
era maior na placenta, seguindo-se o endocarpo, as sementes, o epicarpo e finalmente o 
mesocarpo, com valores que variaram entre 1,5 e 4,11 mg GAE/g fruto. Mais tarde, em 
2014, Atiqah Noor [189] ao estudarem a composição bioativa de quatro espécies de 
tomate verificaram que o extrato etanólico do tomate inglês apresentava o teor de 
compostos fenólicos mais elevado (7,63 mg GAE/g fruto), seguindo-se o tomate cereja 
amarelo (5,07 mg GAE/g fruto), o tomate cereja vermelho (4,28 mg GAE/g fruto) e o 
tomate (4,25 mg GAE/g fruto). 
No que diz respeito aos restantes vegetais analisadas, a beterraba foi o vegetal que 
mais se destacou com um teor de compostos fenólicos na ordem dos 1,02 mg GAE/g 
amostra, apesar de ser ligeiramente inferior aos valores reportados por Oksuz [190] (1,86 
mg/g vegetal) e por Kamath [191] (2,21 mg GAE/g vegetal). 
4.1.2. Determinação do teor total de flavonoides   
 A determinação do teor de flavonoides totais foi realizada através do ensaio 
colorimétrico do cloreto de alumínio (AlCl3). Neste método, o catião alumínio (Al
+3) 
forma complexos estáveis com os flavonoides em metanol, ocorrendo na análise 
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espetrofotométrica um desvio para maiores comprimentos de onda e uma intensificação 
da absorção,  [192, 193]. Assim, é possível determinar a quantidade de flavonoides, 
evitando-se as interferências de outras substâncias fenólicas, como os ácidos fenólicos, 
que invariavelmente acompanham os flavonoides nos tecidos vegetais [194]. 
Em termos quantitativos, o teor de flavonoides totais foi determinado através da 
construção de uma curva de calibração com o padrão analítico de quercetina, numa gama 
de concentrações que variou entre 10 e 400 µg/mL (Figura 22). 
 
Figura 22. Curva de calibração de quercetina utilizada para determinar o teor total de 
flavonoides dos extratos vegetais. 
Na Tabela 5 encontram-se registados os valores dos conteúdos de flavonoides 
totais dos extratos em estudo, calculados por interpolação da absorvância na equação da 
reta. 
Tabela 5. Teor de flavonoides totais nas amostras analisadas. 
Amostras 
Teor de Flavonoides totais 
(mg QE/g vegetal) 
Beterraba  0,97 ± 0,01 
Cebola roxa 0,47 ± 0,02 
Cebola amarela 0,20 ± 0,02 
Alho  0,33 ± 0,01 
Cenoura laranja 0,26 ± 0,05 
Cenoura branca 0,76 ± 0,17 
Agrião  2,55 ± 0,04 
Espinafre  2,52 ± 0,12 
Brócolos 1,30 ± 0,03 
Tomate inglês 0,69 ± 0,01 
Tomate  0,24 ± 0,02 
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De acordo com os resultados obtidos, verificou-se que os extratos metanólicos do 
agrião, espinafres e brócolos apresentaram os teores mais elevados de flavonoides. Em 
geral, os vegetais folhosos de coloração verde-escuro, como os brócolos, o agrião e os 
espinafres, assim como as frutas e os vegetais de coloração amarela ou vermelha são ricas 
em flavonoides [195-198]. 
Quando comparados os valores obtidos com os reportados na literatura, observou-
se que os vegetais do género brássica, como os brócolos e o agrião apresentaram valores 
muito inferiores aos obtidos por Agarwal [199] (brócolos: 13,98 mg QE/g vegetal) e Aires 
[200] (agrião: 5,6 mg CatE/g vegetal). Uma possível justificação para esta discrepância 
de valores, para além dos fatores ambientais, genéticos, entre outros, poderá residir na 
metodologia de extração utilizada pelos autores. Enquanto que, Aires [200] extraíram os 
flavonoides através de uma solução hidrometanólica a 70 ºC durante 30 min., Agarwal 
[199] após secarem o vegetal a 50 ºC durante 18 horas, os compostos bioativos foram 
extraídos por maceração à temperatura ambiente, utilizando a água como solvente 
extrator. Após 48 horas, o extrato foi filtrado e evaporado até à secura para posterior 
análise. 
Relativamente aos espinafres, os resultados obtidos também foram inferiores aos 
valores reportados por Agarwal [199], onde o teor de flavonoides rondou os 20,4 mg 
QE/g vegetal. Maximas [201] obtiveram também um valor muito próximo ao estudo 
anterior (18,3 mg QE/g vegetal) quando avaliaram a composição fitoquímica do extrato 
metanólico dos espinafres. 
Em relação aos vegetais de coloração púrpura, nomeadamente a cebola roxa e a 
beterraba, o teor de flavonoides encontrado está de acordo com os reportados por Lin 
[195] (cebola roxa:0,56 mg QE/g vegetal; beterraba: 0,63 mg QE/ g vegetal). No caso do 
tomate e da cenoura laranja os valores obtidos foram ligeiramente inferiores aos 
observados por Bahorun [202] (cenoura: 0,45 mg QE/g vegetal), (tomate: 0,79 mg QE/g 
vegetal). 
 Apesar dos resultados, em geral, serem satisfatórios, constatou-se que para 
algumas matrizes, nomeadamente o agrião, os espinafres, os brócolos e a cenoura branca, 
o conteúdo de flavonoides encontrado é superior ao teor de compostos fenólicos totais 
determinado pelo método de Folin-Ciocalteu. Uma breve revisão bibliográfica revela-nos 
que alguns estudos também encontraram um teor de flavonoides totais superiores ao teor 
de fenóis totais em diversas matrizes, como vegetais [203], plantas medicinais [204] e 
algas comestíveis [205], usando o ensaio colorimétrico do cloreto de alumínio. 
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Uma possível explicação para este facto poderá residir no método utilizado para a 
determinação destes compostos. A utilização do AlCl3 na determinação do teor de 
flavonoides totais não é um procedimento isento de limitações. Apesar deste método ser 
preciso, ou seja, ser reprodutível entre ensaios, pode ser pouco exato, e neste sentido o 
valor medido e a quantidade de flavonoides totais realmente presentes na amostra 
analisada pode ser diferente [194]. De acordo com Luís [194], o valor medido e o valor 
real são tanto mais próximos entre si quanto maior for a proporção de flavonóis na 
amostra, e tanto mais distantes quanto maior a proporção de flavonas, isto porque o 
comprimento de onda selecionado (415-425nm) corresponde à banda de absorção do 
complexo quercetina-alumínio. Os complexos de outros flavonóis com alumínio 
absorvem bem próximo da banda 415-425 nm, mas os complexos derivados de flavonas 
absorvem em comprimentos de onda inferiores, afetando deste modo o resultado final 
[194, 206]. 
4.1.3. Determinação do teor de antocianinas totais   
Para a determinação do teor de antocianinas totais dos frutos e dos vegetais foi 
utilizado o método do pH diferencial, que consiste na transformação estrutural reversível 
das antocianinas em função do pH, que leva à obtenção de diferentes espectros de 
absorção. Assim, a pH 1, a forma predominante é a de oxónio colorido (λmax-vis 520 nm), 
enquanto que a pH 4,5 a forma predominante é a de hemiacetal sem coloração (pouca ou 
nenhuma absorção a 520 nm) [207]. A diferença das absorvâncias, observadas 
espectrofotometricamente, possibilita estimar o teor real de antocianinas presentes na 
amostra [208]. A Tabela 6 mostra os resultados obtidos neste estudo. 
Tabela 6. Teor de antocianinas totais presentes nos extratos dos frutos e vegetais 
produzidos na RAM. 
Amostras 
Teor de Antocianinas totais 
(µg Ant./g vegetal) 
Beterraba  – 
Cebola roxa 5,13 ± 0,36 
Cebola amarela 0,67 ± 0,24 
Alho  0,75 ± 0,12 
Cenoura laranja 1,84 ± 0,24 
Cenoura branca 4,15 ± 0,24 
Agrião  13,2 ± 3,65 
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Espinafre  0,99 ± 0,23 
Brócolos 4,10 ± 0,12 
Tomate inglês 17,3 ± 0,23 
Tomate  1,21 ± 0,34 
 
 De acordo com os resultados obtidos, verificou-se que os extratos metanólicos do 
tomate inglês, do agrião e da cebola roxa apresentaram os teores mais elevados de 
antocianinas. O tomate inglês é um fruto tropical caracterizado pela sua forma oval de 
coloração vermelha, por vezes amarelada. Este fruto é considerado uma fonte rica de 
pigmentos naturais, como as antocianinas e os carotenoides, os quais contribuem para o 
potencial antioxidante deste fruto [209-211]. Neste trabalho, o tomate inglês apresentou 
o teor de antocianinas mais elevado (17,3 µg ant./g vegetal) quando comparado com as 
restantes amostras. Através de uma breve revisão da literatura, constatou-se que este valor 
é inferior ao teor obtido por Vasco [212] (380 µg ant./g vegetal). Uma das possíveis 
causas para esta diferença de valores pode estar relacionada com a origem dos frutos. 
Enquanto que, no presente trabalho os frutos foram produzidos na RAM, no trabalho de 
Vasco [212] os frutos eram provenientes do Equador. Além disso, o procedimento de 
extração dos compostos bioativos utilizado por estes autores foi muito diferente do 
utilizado neste trabalho. 
Em relação à cebola roxa, inúmeros estudos revelam que os flavonóis e as 
antocianinas são as principais subclasses de flavonoides neste vegetal [213]. Tendo em 
conta a quantidade encontrada de antocianinas (5,13 µg ant./g vegetal) e comparando-a 
com o valor obtido por Rodrigues [213], onde o teor destes compostos variou entre 5,6 e 
5,9 µg/g vegetal, pode-se afirmar que os resultados são concordantes. 
Para a beterraba, não foram encontradas antocianinas. Na verdade, a pigmentação 
vermelho-arroxeada deste vegetal deve-se a uma família de compostos muito particular  
as betalaínas [214]. As betalaínas são compostos N-heterocíclicos solúveis em água, que 
se encontram localizados nos vacúolos das plantas [215]. Na natureza estes pigmentos 
são encontrados nas flores, nos frutos, mas sobretudo na beterraba, sendo esta a principal 
fonte destes compostos [215]. Existem duas classes de betalaínas, ambas biossintetizadas 
a partir do ácido betalâmico: as betacianinas de coloração vermelha ou vermelho-
arroxeado, e as betaxantinas de coloração amarela [216]. De acordo com alguns estudos, 
estas substâncias têm propriedades antimicrobianas e antivirais [217], assim como a 
capacidade de inibir a proliferação de células tumorais humanas [218].  
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Posto isto, o teor de ambas as classes de betalaínas foi determinado para o extrato 
metanólico da beterraba com base no procedimento descrito por Ravichandran [162]. Os 
resultados encontram-se descritos na Tabela 7. 
Tabela 7. Teores de betacianinas e betaxantinas presentes no extrato da beterraba. 
Betalaínas 
Teor de betalaínas 
(µg Betal./g vegetal) 
Betacianinas 612,8 ± 86,7 
Betaxantinas 286,3 ± 11,2 
 
De acordo com os resultados obtidos, verificou-se que as betacianinas encontradas 
na beterraba foram responsáveis por 68,2% do teor total de betalaínas, enquanto que as 
betaxantinas contribuíram apenas com 31,8%. Segundo Lim [219], a betanina e a 
vulgaxantina I são os compostos maioritários encontrados nos extratos da beterraba, e 
juntas compreendem mais de 90% do teor total de betalaínas. Segundo a mesma fonte o 
teor total de betalaínas encontradas nas amostras de beterraba analisadas variaram entre 
650 e 800 µg betal./g vegetal. Neste sentido, pode-se afirmar que o teor total destes 
pigmentos encontrados no presente trabalho (899,1 µg betal./g vegetal) foi superior ao 
estudo anterior. 
4.1.4. Determinação do teor de carotenoides 
A determinação do teor de carotenoides dos extratos vegetais foi efetuada 
espetrofotometricamente com base no procedimento descrito por Lichtenthaler [163]. Os 
resultados encontram-se descritos na Tabela 8. 
Tabela 8. Teor de carotenoides presentes nos diferentes extratos vegetais. 
Amostras 
Teor de Carotenoides 
(µg Carot./g vegetal) 
Beterraba  30,1 ± 0,28 
Cebola roxa 2,41 ± 0,03 
Cebola amarela 0,18 ± 0,03 
Alho  0,34 ± 0,15 
Cenoura laranja 22,6 ± 1,06 
Cenoura branca 0,29 ± 0,03 
Agrião  5,38 ± 0,06 
Espinafre  14,5 ± 1,96 
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Brócolos 21,5 ± 1,84 
Tomate inglês 19,7 ± 2,84 
Tomate  8,27 ± 0,40 
 
 Os resultados indicam que, dentre as amostras analisadas a beterraba, a cenoura 
laranja e os brócolos são as que apresentam teores de carotenoides mais elevados.  
A cenoura laranja, como era de esperar, apresentou uns dos maiores teores de 
carotenoides (22,6 µg cart./g vegetal). De acordo com Pinheiro-Santana [220], o α- e β-
caroteno são os compostos maioritários encontrados nesta espécie e juntos totalizam 80 a 
90% do teor total de carotenoides, sendo este vegetal uma das fontes mais abundantes 
destes compostos. Nicolle [221], ao estudarem a composição fitoquímica de cinco 
variedades de cenoura, verificaram que a variedade laranja-escura  apresentou o tero mais 
elevado em carotenoides (26,5 µg cart./g vegetal), seguindo-se a variedade laranja (12,5 
µg cart./g vegetal), roxa (6,05 µg cart./g vegetal) e amarela (5,63 µg cart./g vegetal). Na 
cenoura branca não foram detetados carotenóides. 
No que diz respeito à beterraba, o teor de carotenóides encontrados no extrato 
deste vegetal foi superior aos restantes vegetais (30,1 µg cart./g vegetal). Em geral, o teor 
destes compostos é maior nas folhas do que na raiz, sendo a luteína e o β-caroteno os 
principais carotenoides encontrados [222]. Normalmente, o teor de luteína encontrado na 
beterraba ronda os 44 µg/g de vegetal, enquanto que o β-caroteno ronda os 25 µg/g de 
vegetal [223]. 
Relativamente aos vegetais verdes escuros, verificou-se que os brócolos 
apresentaram o teor de carotenóides mais elevado (21,5 µg cart./g vegetal), seguindo-se 
os espinafres (14,5 µg cart./g vegetal) e o agrião (5,38 µg cart./g vegetal). Vinha [224], 
obtiveram valores ligeiramente diferentes ao analisarem a composição fitoquímica destes 
vegetais. Neste estudo, os autores verificaram que os espinafres apresentaram o teor de 
carotenoides mais elevado (32,9 µg cart./g vegetal) quando comparados com o agrião 
(19,8 µg cart./g vegetal) e os brócolos (11,1 µg cart./g vegetal). Uma análise mais 
aprofundada da literatura revela-nos que a luteína e a zeaxantina são os principais 
carotenóides encontrados nestes vegetais [225, 226]. 
 Em relação ao tomate, seria de esperar um teor de carotenóides superior ao 
encontrado, visto que a cor avermelhada deste fruto é caraterística do licopeno [227, 228]. 
Em geral, o teor desta substância no tomate varia entre 78 e 181 µg/g vegetal fresco, que 
corresponde a aproximadamente 80% do teor total de carotenoides neste fruto [228-230]. 
 77 
 
Uma possível explicação para os resultados obtidos, reside no estado de maturação do 
tomate, uma vez que a partir do momento em que o amadurecimento se inicia o teor de 
licopeno e β-caroteno aumenta, atingindo o seu máximo no estágio maduro [227]. 
Segundo Figueira [227], a variação do licopeno é mais pronunciada do que o β-caroteno, 
estando ausente no estágio imaturo (verde) e aumenta até aproximadamente 700 µg/g 
vegetal no seu estado máximo de maturação. 
4.2. Determinação da Capacidade Antioxidante in vitro 
Dada a complexidade dos compostos bioativos nas matrizes vegetais, é sempre 
aconselhado utilizar mais de um método para avaliar a capacidade antioxidante destas 
matrizes [231]. Neste sentido, a capacidade antioxidante dos extratos metanólicos das 
frutas e dos vegetais foi avaliada através dos ensaios colorimétricos DPPH, ABTS e 
FRAP. A Tabela 9 apresenta os resultados obtidos para estes ensaios. De salientar que 
todas as determinações foram efetuadas em triplicado e os resultados apresentados 
correspondem a valores médios. 
Tabela 9. Capacidade antioxidante dos extratos vegetais através dos métodos DPPH, 
ABTS e FRAP. 
Amostras 
DPPH 
(µM TE/g vegetal) 
ABTS 
(µM TE/g vegetal) 
FRAP 
(µM TE/g vegetal) 
Beterraba 3,05 ± 0,12 6,34 ± 0,63 7,87 ± 0,32 
Cebola roxa 1,98 ± 0,09 3,71 ± 0,03 5,48 ± 0,42 
Cebola amarela 0,41 ± 0,04 2,54 ± 0,29 1,57 ± 0,02 
Alho 0,45 ± 0,04 2,63 ± 0,12 0,85 ± 0,01 
Cenoura laranja – 1,24 ± 0,04 0,28 ± 0,09 
Cenoura branca – 2,23 ± 0,01 2,02 ± 0,13 
Agrião 1,52 ± 0,05 3,86 ± 0,03 3,62 ± 0,08 
Espinafre 1,67 ± 0,11 3,83 ± 0,03 4,27 ± 0,07 
Brócolos 0,13 ± 0,05 2,61 ± 0,01 3,06 ± 0,23 
Tomate inglês 3,54 ± 0,01 6,56 ± 0,36 7,76 ± 0,45 
Tomate 0,90 ± 0,03 1,03 ± 0,04 1,65 ± 0,05 
 
De acordo com os resultados, verificou-se que todos os extratos exibiram ação 
antioxidante, com destaque para os extratos do tomate inglês, da beterraba e da cebola 
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roxa, os quais se mostraram mais eficientes em neutralizar os radicais DPPH•, ABTS•+ e 
em reduzir os iões férricos. Este resultado, na verdade, seria espetável devido às 
concentrações de compostos bioativos encontradas nestas matrizes. 
O tomate inglês, tal como a cebola roxa, são espécies vegetais ricas em compostos 
fenólicos, entre os quais se destacam as antocianinas, que têm sido fortemente  
relacionadas com a atividade antioxidante destas espécies [232, 233]. A beterraba, por 
sua vez, é um vegetal caraterizado pela sua intensa coloração vermelha-arroxeada, 
caraterística das betalaínas. Segundo diversos estudos, estes pigmentos são os principais 
responsáveis pelas propriedades antioxidantes deste vegetal [234, 235]. 
Os carotenoides também são compostos que apresentam propriedades 
antioxidantes. Neste estudo, eles foram encontrados em concentrações relativamente 
elevadas no tomate inglês e na beterraba, e deste modo podem estar relacionados com os 
valores da capacidade antioxidante obtidos. Em geral, a eficácia dos carotenoides como 
antioxidantes depende do número de duplas ligações da sua estrutura [236]. Nesse 
sentido, o licopeno é tido como o carotenoide mais eficiente, em termos de capacidade 
antioxidante, devido à sua estrutura composta por onze ligações conjugadas e duas 
ligações duplas não conjugadas [237]. Alguns estudos afirmam que a capacidade anti-
radicalar deste composto deve-se à presença das duas ligações duplas não conjugadas que 
lhe oferece maior reatividade [237, 238]. Outros carotenoides como os α- e β-carotenos, 
a luteína, a zeaxantina e a criptoxantina também apresentam pronunciada capacidade 
antioxidante [236]. 
Neste trabalho, seria de esperar uma maior capacidade antioxidante dos extratos 
do tomate e da cenoura laranja, visto que ambas as matrizes são constituídas 
maioritariamente por licopeno, no caso do tomate, e β-caroteno no caso da cenoura 
laranja. Embora os compostos bioativos, individualmente, possam proporcionar ação 
antioxidante, quando em conjunto, o efeito da interação entre compostos bioativos pode 
ser potenciado (efeito aditivo e/ou sinérgico) [239]. Neste sentido, as propriedades 
antioxidantes dos extratos vegetais derivam, essencialmente, da combinação dos 
compostos bioativos [239, 240]. 
4.2.1. Correlação das capacidades antioxidantes 
Quando comparados os métodos de avaliação da capacidade antioxidante, 
verificou-se que existe uma elevada correlação linear entre estas metodologias (r2 > 
0,8313), o que permite concluir que existe proporcionalidade direta entre os métodos.  
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A Figura 23 apresenta a correlação entre a atividade das amostras nas diferentes 
metodologias utilizadas. 
 
Figura 23. Correlação entre os métodos FRAP-DPPH, ABTS-DPPH e FRAP-ABTS. 
No que diz respeito à correlação entre o teor de compostos bioativos e a 
capacidade antioxidante, a Tabela 10 mostra os coeficientes de determinação obtidos 
neste estudo. 
Tabela 10. Coeficientes de determinação (r2) entre os diferentes métodos estudados. 
 DPPH ABTS FRAP 
Fenólicos totais 0,3738 0,4576 0,4534 
Flavonoides 0,0463 0,0916 0,0837 
Antocianinas 0,0011 0,0274 0,0164 
Carotenoides 0,1611 0,1831 0,2212 
 
De acordo com os resultados obtidos, verificou-se que não há boa correlação 
linear entre o teor de compostos bioativos e a atividade antioxidante. Na verdade, a 
correlação entre o teor destes compostos e a atividade antioxidante ainda é bastante 
controversa [241]. Em várias frutas e vegetais é possível estabelecer boa correlação entre 
estas duas variáveis; no entanto, em alguns casos, essa correlação apresenta-se baixa. 
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Ismail [242], ao estudarem a atividade antioxidante de cinco espécies de vegetais, não 
obtiveram correlação linear com os compostos fenólicos totais. Seguindo o mesmo 
padrão, Hassimotto [243] também não observaram correlação linear entre o teor de 
compostos fenólicos totais e a atividade antioxidante de frutas, vegetais e de polpas de 
frutas comerciais congeladas. 
De acordo com Babbar [244], isto pode dever-se à presença de outros compostos 
fitoquímicos, como os ascorbátos, os tocoferóis, os terpenos, entre outros, que podem 
influenciar a atividade antioxidante. Além disso, a existência de efeitos sinérgicos ou 
antagónicos entre antioxidantes podem também, influenciar significativamente a 
atividade antioxidante [244]. 
Neste sentido são necessários mais estudos para avaliar quais os compostos 
bioativos que produzem maior atividade antioxidante e perceber que tipo de interações 
existe com os diversos constituintes fitoquímicos. 
4.3. Análise Quantitativa de Compostos Fenólicos por QuEChERS/UHPLC-PDA 
4.3.1. Otimização das condições de extração por QuEChERS 
Apesar do QuEChERS ser uma metodologia relativamente recente, esta técnica 
tem tido um uso crescente nos últimos anos face às convencionais técnicas de extração, 
devido à sua versatilidade e simplicidade. Genericamente, o processo de extração é 
constituído por duas etapas: a extração líquido-líquido assistida por salting out e o clean 
up do extrato orgânico, utilizando a extração em fase sólida dispersiva [113, 151]. A 
combinação das ondas ultrassónicas de elevada intensidade com a  extração líquido-
líquido assistida por salting out (primeira etapa do QuEChERS) tem revelado boa 
eficiência na extração de compostos antioxidantes em frutos  [227, 245], micotoxinas em 
cereais [246], pesticidas em alimentos [247], entre outros. 
Tal como as demais técnicas de preparação de amostra, a eficiência do processo 
de extração é influenciada por diversos fatores entre os quais se destacam a quantidade 
de amostra, os sais utilizados na etapa de salting out, o uso de fase extratora tamponada, 
a natureza do solvente de extração e o adsorvente usado no clean up [124, 227]. 
No presente trabalho, a otimização da metodologia QuEChERS foi efetuada com 
base no procedimento previamente desenvolvido no laboratório [124] com algumas 
modificações. A inclusão de uma nova etapa, a extração assistida por ultrassons (USAE), 
foi a principal alteração no procedimento, onde foram avaliados diferentes tempos de 
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agitação por ultrasons (1 min, 5 min e 10 min) de forma a melhorar a eficácia da extração. 
Foram também avaliados diferentes solventes extrativos, nomeadamente MeOH, ACN, 
EtOAc e a combinação entre eles nas proporções 1:1 (v/v). 
De salientar que a otimização foi efetuada numa amostra vegetal (cenoura) 
enriquecida com a solução padrão das substâncias em estudo (15 µg/mL) e todos os 
ensaios foram realizados em triplicado. 
4.3.1.1. Otimização do tempo de extração assistida por ultrassons 
O tempo de ultrassons, normalmente, é uma etapa relevante na extração dos 
analitos presentes na amostra e deve ser avaliado com o objetivo de obter uma maior 
eficiência de extração no mais curto período de tempo. Neste sentido, foram avaliados 
diferentes tempos de extração por ultrassons nomeadamente 1, 5 e 10 minutos e os 
resultados obtidos foram comparados com o procedimento original (extração efetuada 
com agitação manual e com o auxílio do vortéx durante aproximadamente 2 minutos). A 
Figura 24 mostra os resultados obtidos. 
 
Figura 24. Estudo da influência do modo de agitação e otimização do tempo de ultrassons na 
eficiência de extração dos compostos fenólicos. 
De acordo com os resultados obtidos, a USAE apresentou uma melhor eficiência 
extrativa quando comparada com a extração efetuada com agitação manual. Na verdade 
este resultado seria expectável uma vez que a aplicação das ondas ultrassónicas, 
produzidas durante o processo, gera cavitação e consequente rutura das paredes celulares, 
levando à extração dos compostos fenólicos da amostra para o meio solvente [157, 248]. 
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Relativamente ao efeito dos diferentes tempos de ultrassonicação, os resultados 
revelaram que entre 1 e 5 minutos ouve um aumento da área total em torno dos 67 %, 
enquanto que entre 5 e 10 minutos houve uma diminuição de aproximadamente 36 % da 
área total. Estes resultados indicam que a elevada frequência US facilita a difusão dos 
compostos fenólicos do material vegetal para o solvente aumenta num curto período de 
tempo (5 min). No entanto, se a exposição às ondas ultrassónicas for prolongada por um 
período de tempo pode ocorrer “desintegração” dos compostos antioxidantes  [249, 250].  
Assim, de acordo com os resultados obtidos, para a extração dos analitos de 
interesse será usado 5 minutos de extração por irradiação ultrassónica. 
4.3.1.2. Seleção do solvente extrator 
A escolha do solvente de extração é uma tarefa difícil, contudo imprescindível 
para um bom desempenho analítico. O solvente de extração ideal é aquele que apresenta 
uma grande afinidade para o soluto, sendo este o mais seletivo possível para os analitos 
de interesse. Frequentemente, solventes como o metanol, etanol, acetato de etilo e a 
acetona ou a combinação entre eles, têm vindo a ser utlizados na extração de polifenóis a 
partir de material vegetal, por vezes com diferentes proporções de água [251-253]. No 
presente trabalho, foram avaliados diferentes solventes de extração, nomeadamente o 
metanol (MeOH), acetonitrilo (ACN), acetato de etilo (EtOAc), MeOH:ACN (50:50, v/v), 
MeOH:EtOAc (50:50, v/v), ACN:EtOAc (50:50 v/v) e MeOH:H2O (80:20, v/v). Os 
resultados obtidos encontram-se representados na Figura 25. 
 
Figura 25. Estudo da influência do solvente extrator na eficiência de extração dos compostos 
fenólicos. Acrónimos: ACN - acetonitrilo; EtOAc - acetato de etilo e MeOH - metanol. 
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Entre os solventes analisados, verificou-se que o MeOH proporcionou os 
melhores resultados em termos de repetibilidade e de resposta cromatográfica (área total 
dos picos cromatográficos), ao passo que o ACN e o EtOAc apresentaram os menores 
valores. Como solvente polar, miscível com água, o MeOH é um solvente adequado para 
extrair uma vasta gama de compostos polares incluindo flavonoides, ácidos fenólicos, 
entre outros [254]. Uma breve revisão bibliográfica revela-nos que o MeOH é um dos 
solventes mais utilizado na extração de compostos fenólicos a partir de material vegetal, 
devido à sua elevada eficiência de extração [254-257]. As soluções metanólicas com 
percentagens de fase orgânica que variam entre 50% e 80% (v/v) são, muitas vezes, 
utilizadas para extrair flavonoides e derivados hidroxicinâmicos de frutos e vegetais [248, 
254, 258]. De acordo com Tsao [254], a elevada percentagem de água no solvente pode 
facilitar a extração destes compostos a partir de amostras secas, enquanto que baixas 
percentagens de água são utilizadas em amostras frescas. No presente estudo, a solução 
hidrometanólica de 80 % (v/v) apresentou uma ligeira diferença das áreas totais em 
relação ao MeOH puro. Contudo, o desvio padrão da solução hidrometanólica é mais 
elevado o que indica uma menor reprodutibilidade entre as extrações. Neste sentido, o 
MeOH foi o solvente selecionado para extrair os polifenóis dos frutos e dos vegetais 
devido à sua eficácia de extração. 
4.3.2. Validação do método 
A validação do método analítico é um estudo essencial em qualquer laboratório 
analítico e tem como objetivo assegurar a qualidade e a confiabilidade dos resultados. No 
presente trabalho a validação da metodologia QuEChERS/UHPLC-PDA foi efetuada 
através da avaliação de diversos parâmetros analíticos, tais como a seletividade, a 
linearidade, a precisão, a exatidão, os limites de deteção e quantificação e a eficiência de 
extração. De salientar que a análise quantitativa dos compostos fenólicos foi realizada 
pelo método de padronização interna, usando o trolox como padrão interno. Idealmente 
o método de adição de padrão deveria ser utilizado neste trabalho, visto que não é possível 
obter uma matriz isenta dos analitos em estudo. No entanto, o método de adição de padrão 
requer maior quantidade de amostra e consequentemente de padrões analíticos, uma vez 
que a calibração deve ser efetuada para cada tipo de fruto ou vegetal analisado. Para 
contornar este problema foi selecionado o método de padronização interna, para efetuar 
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a validação, sendo este particularmente útil quando o procedimento utilizado envolve 
diversas etapas de tratamento com significativa manipulação da amostra. 
4.3.2.1. Seletividade 
 A seletividade é um parâmetro relacionado com a capacidade de um método 
identificar e distinguir um analito em particular numa mistura complexa sem interferência 
de outros componentes [167, 174]. Neste trabalho a seletividade do método foi avaliada 
através da comparação dos cromatogramas obtidos para cada amostra vegetal, seguindo 
o procedimento QuEChERS otimizado, com uma solução dos padrões analíticos. A 
Figura 40A, no Anexo 3 ilustra os cromatogramas obtidos durante este estudo.  
Foi possível identificar alguns analitos de interesse nas diversas matrizes vegetais. 
Além disso, verificou-se que não há interferências significativas de constituintes da 
matriz ao tempo de retenção e comprimentos de onda máximo de cada analito em estudo, 
evidenciando deste modo a seletividade do método. 
4.3.2.2. Linearidade 
 A capacidade de um método analítico fornecer resultados instrumentais 
diretamente proporcionais à quantidade de analito, numa determinada gama de 
concentrações, corresponde à linearidade do método [167]. Para a determinação deste 
parâmetro de validação foram efetuadas curvas de calibração para os analitos em estudo, 
com 5 pontos de calibração. A gama de concentrações utilizada variou entre 5 e 25 µg/mL. 
Para cada uma das soluções de calibração foi adicionado a mesma quantidade de trolox 
(10 µg/mL; padrão interno) e os resultados foram expressos graficamente através da 
relação entre as áreas relativas (área analito/área do padrão interno) e a concentração de 
analito (Figura 42A- ver anexo 3). De salientar que, as quantidades de padrão adicionadas 
foram subtraídas às quantidades de analito já existente na amostra vegetal (cenoura) de 
modo a evitar que o sinal do analito proveniente da amostra fosse sobreposto ao sinal do 
padrão. Os resultados obtidos para os ensaios da linearidade encontram-se resumidos na 
Tabela 11. 
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Tabela 11. Resultados obtidos para o estudo da linearidade. 
Analitos Tr (min)a λmáx (nm) 
Intervalo de 
concentração 
(µg/mL) 
Equação da reta r r2 
Teste de Mandel 
VTb F (0,95; 1; N-3)c 
Ácido Protocatecuico 2,825 259 5 - 25 7,6389x - 29,253 0,9986 0,9972 1,98 18,5 
Catequina 3,222 278 5 - 25 0,9936x - 5,1953 0,9946 0,9892 1,79 18,5 
Ácido Gentísico 3,856 327 5 - 25 0,9141x + 0,2776 0,9998 0,9996 1,93 18,5 
Ácido Vanílico 4,522 261 5 - 25 2,2658x - 1,562 0,9952 0,9904 1,75 18,5 
Seringaldeído 5,322 308 5 - 25 2,2374x - 2,1762 0,9990 0,9981 1,94 18,5 
Ácido p-cumárico 5,688 309 5 - 25 4,75x - 2,2961 0,9945 0,9891 1,23 18,5 
Ácido Ferúlico 6,038 323 5 - 25 2,9341x - 0,991 0,9963 0,9925 0,91 18,5 
Ácido m-cumárico 6,503 278 5 - 25 4,4605x + 5,4055 0,9965 0,9930 1,87 18,5 
Ácido o-cumárico 7,473 276 5 - 25 4,0666x + 0,831 0,9981 0,9963 0,49 18,5 
Ácido Cinâmico 9,529 277 5 - 25 4,4086 + 0,0199 0,9992 0,9984 1,71 18,5 
Quercitina 9,729 372 5 - 25 1,75x + 0,6423 0,9991 0,9982 1,06 18,5 
Kaempferol 10,484 366 5 - 25 2,1524x + 1,2044 0,9986 0,9972 0,99 18,5 
a Tr - tempo de retenção 
b VT - valor teste 
c F (0,95; 1; N-3) - valores tabelados da distribuição F de Fisher/Snedecor, para um grau de confiança de 95%. 
 
De acordo com os resultados obtidos, verificou-se que o método é linear no 
intervalo de concentrações entre 5 e 25 µg/mL, para cada um dos compostos analisados. 
Os valores dos coeficientes de correlação linear e de determinação foram superiores a 
0,9890, garantindo deste modo um ajuste adequado dos valores à reta de calibração. Além 
disso, foi possível demonstrar através do teste de Mandel que o modelo linear 
proporcionou o melhor ajustamento aos pontos da reta de calibração (VT ≤ F(0,95; 1; N-3)), 
comprovando deste modo a linearidade do método analítico. 
Paralelamente ao estudo da linearidade, verificou-se de forma indireta que o 
método é mais sensível para a determinação do ácido protocatecuico, seguindo-se o ácido 
p-cumárico, ácido m-cumárico, ácido cinâmico e ácido o-cumárico. A sensibilidade do 
método traduz a capacidade deste distinguir, com determinado nível de confiança, duas 
concentrações próximas [259, 260]. Neste sentido, um método será tanto mais sensível se 
uma pequena diferença na concentração do analito causar uma grande variação no valor 
do sinal analítico medido [260]. Do ponto de vista prático, a sensibilidade do método é 
definida pelo declive da reta de calibração e depende basicamente, da natureza dos 
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analitos e da técnica de deteção utilizada [151]. Desta forma, quanto maior for o declive 
da reta maior será a sensibilidade do método analítico [151, 261]. 
4.3.2.3. Limites de Deteção e de Quantificação 
Os limiares analíticos de um método de ensaio (LOD e LOQ) são parâmetros 
essenciais pois indicam a concentração a partir da qual é possível detetar ou quantificar 
os analitos de interesse [174]. Neste trabalho, o cálculo do LOD e do LOQ foi efetuado 
com base nos parâmetros da calibração linear. Ambos os limites são expressos em 
unidades de concentração e podem ser, facilmente, determinados de acordo com as 
equações 11 e 12. A Tabela 12 apresenta os resultados obtidos para cada substância 
analisada. 
Tabela 12. LOD e LOQ obtidos para os polifenóis em estudo por QuEChERS/UHPLC-
PDA. 
Analitos 
LOD 
(µg/mL) 
LOQ 
(µg/mL) 
Ácido Protocatecuico 0,10 0,30 
Catequina 0,20 0,60 
Ácido Gentísico 0,04 0,12 
Ácido Vanílico 0,19 0,57 
Seringaldeído 0,08 0,25 
Ácido p-cumárico 0,20 0,61 
Ácido Ferúlico 0,17 0,50 
Ácido m-cumárico 0,16 0,48 
Ácido o-cumárico 0,12 0,35 
Ácido Cinâmico 0,08 0,23 
Quercitina 0,08 0,25 
Kaempferol 0,10 0,31 
 
De acordo com os resultados obtidos, o método demonstrou uma boa capacidade 
para detetar e quantificar concentrações baixas dos analitos, sendo estes limites muito 
próximos dos reportados na literatura [124, 262-264]. 
4.3.2.4. Precisão e Exatidão 
 A precisão e a exatidão permitem estimar os erros e variações associados aos 
resultados analíticos [260]. Enquanto que a precisão pode ser estimada pelas medidas de 
 87 
 
dispersão (desvio padrão, variância ou coeficiente de variação), a exatidão pode ser 
facilmente determinada pelo cálculo do erro médio relativo. Ambos os parâmetros devem 
ser avaliados em 3 níveis de concentração nível baixo, nível médio e nível alto, no 
intervalo linear da curva analítica. Para o estudo da precisão os coeficientes de variação 
são considerados adequados quando iguais ou inferiores a 20% [265], ao passo que na 
exatidão o desvio da média em relação ao valor aceite como referência (EMR) não deverá 
exceder os 15%, com exceção do limite inferior de quantificação (LLOQ) que não deverá 
ser superior a 20% [266]. Os resultados do estudo da precisão e exactidão encontram-se 
descritos na Tabela 13. 
Tabela 13. Resultados obtidos do estudo da precisão e exatidão do método analítico 
QuEChERS/UHPLC-PDA. 
Analitos 
Nível de 
fortificação 
(µg/mL) 
Precisão (CV %) 
Exatidão (EMR %) 
Intra-dia (n=6) Inter-dia (n=12) 
Ácido Protocatecuico 5 19 20 - 2 
 15 2 14 - 19 
 25 14 10 - 11 
Catequina 5 20 20 20 
  15 18 17 20 
  25 16 15 2 
Ácido Gentísico  5 20 18 7 
  15 12 20 1 
  25 11 6 7 
Ácido Vanílico 5 7 8 - 14 
  15 10 15 - 14 
  25 13 7 - 11 
Seringaldeído 5 16 14 - 10 
  15 15 17 - 18 
  25 14 8 10 
Ácido p-cumárico 5 10 14 - 3 
  15 9 17 - 20 
  25 13 8 0,5 
Ácido Ferúlico 5 4 8 2 
  15 14 17 - 4 
  25 9 9 - 6 
Ácido m-cumárico 5 11 18 - 1 
  15 11 16 - 2 
  25 14 7 0,3 
Ácido o-cumárico 5 18 20 - 9 
  15 8 9 - 6 
  25 13 11 - 4 
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Ácido Cinâmico 5 20 20 - 0,2 
  15 11 16 - 20 
  25 13 9 6 
Quercitina 5 14 19 - 9 
  15 13 16 - 4 
  25 14 12 10 
Kaempferol 5 19 20 - 5 
  15 10 18 - 2 
  25 14 13 - 8 
 
Os coeficientes de variação determinados no estudo da precisão revelaram uma 
baixa dispersão dos dados (CV ≤ 20 %) em torno do valor médio. Relativamente à 
exatidão, os resultados foram igualmente satisfatórios apesar de alguns valores 
excederem ligeiramente os ±15 % do valor médio. De acordo com a Associação de 
Laboratório Acreditados de Portugal (RELACRE) [174], o erro médio relativo exprime a 
componente de erros sistemáticos, ou seja, os erros que se manifestam sempre da mesma 
forma (e.g. erros instrumentais, erros operativos, entre outros), e cabe ao Laboratório 
definir qual o seu grau de exigência em termos de exatidão do método em estudo. No 
presente trabalho definiu-se como critério de aceitação o valor de EMR ou Bias ±20 % 
como máximo aceitável. Este valor é, na verdade, aceite pelo Scientific Working Group 
for Forensic Toxicology (SWGTOX) [267] como o valor máximo Bias aceitável para 
cada concentração. 
4.3.2.5. Eficiência de Extração 
A eficiência de extração ou recuperação do método analítico é uma etapa 
imprescindível durante a validação do método, uma vez que a maioria dos processos de 
extração levam à perda de analito [261]. Neste sentido, a eficiência de extração foi 
avaliada em termos de percentagem de recuperação, de acordo com o procedimento 
descrito na secção 3.7.4.5. Os resultados obtidos para a eficiência de extração dos 
polifenóis por QuEChERS/UHPLC-PDA encontram-se descritos na Tabela 14. 
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Tabela 14. Resultados obtidos para a eficiência de extração do método analítico. 
Analitos 
Nível de fortificação 
(µg/mL) 
Eficiência de Extração (%) ± σ 
Ácido Protocatecuico 5 65 ± 4 
  15 77 ± 7 
  25 86 ± 2 
Catequina 5 77 ± 1 
  15 68 ± 4 
  25 97 ± 3 
Ácido Gentísico  5 86 ± 11 
  15 102 ± 7 
  25 109 ± 2 
Ácido Vanílico 5 78 ± 7 
  15 79 ± 7 
  25 106 ± 2 
Seringaldeído 5 72 ± 13 
  15 88 ± 4 
  25 104 ± 5 
Ácido p-cumárico 5 97 ± 4 
  15 87 ± 2 
  25 112 ± 4 
Ácido Ferúlico 5 92 ± 9 
  15 75 ± 21 
  25 103 ± 7 
Ácido m-cumárico 5 69 ± 8 
  15 86 ± 11 
  25 102 ± 5 
Ácido o-cumárico 5 59 ± 1 
  15 80 ± 10 
  25 107 ± 4 
Ácido Cinâmico 5 92 ± 8 
  15 89 ± 5 
  25 102 ± 8 
Quercitina 5 78 ± 14 
  15 79 ± 7 
  25 106 ± 8 
Kaempferol 5 80 ± 3 
  15 80 ± 3 
  25 105 ± 8 
 
Os resultados revelaram que para o nível de concentração mais baixo as taxas de 
recuperação dos analitos variaram entre 59 e 97 %, enquanto que para as gamas de 
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concentração média e alta os valores variaram entre 68-102 % e 86-112 %, 
respetivamente. 
Frequentemente, taxas de recuperação acima de 70 % são desejáveis. No entanto, 
segundo Kocourek  [268], quando a taxa de recuperação é baixa mas o valor é consistente 
(demonstrando boa precisão), a média de recuperação abaixo dos 70 % pode ser aceitável. 
Dadgar [269] afirmam que, por vezes, é preferível sacrificar a taxa de recuperação do 
método em prol de uma maior seletividade, desde que o método demonstre ter 
sensibilidade, precisão e exatidão adequadas. Neste contexto, pode-se concluir que os 
resultados da recuperação são satisfatórios e que a técnica de extração QuEChERS é 
adequada para a extração de compostos fenólicos de matrizes vegetais. 
4.3.3. Aplicação do Método a Amostras Vegetais 
 Após a validação analítica, o método otimizado foi aplicado a 11 amostras de 
vegetais e frutos que incluíram a beterraba, o agrião, os espinafres, os brócolos, o alho, o 
tomate, o tomate inglês, a cenoura branca e a cenoura laranja, e duas variedades de cebola 
(cebola amarela e a cebola roxa). A Figura 26 no Anexo 3 ilustra os cromatogramas 
obtidos para cada uma das amostras analisadas. As concentrações dos compostos 
fenólicos determinadas nas amostras em estudo por QuEChERS/UHPLC-PDA, 
encontram-se descritas na Tabela 15. 
Em termos gerais, os resultados obtidos são satisfatórios para quase todos os 
vegetais analisados, com exceção da cenoura branca, uma vez que não se conseguiu 
detetar os polifenóis em estudo. A ausência destes compostos na matriz pode estar 
associada a diversos fatores, como por exemplo a variedade do vegetal não conter os 
polifenóis estudados ou o método não ser suficientemente sensível para detetar as 
quantidades diminutas destes compostos nesta matrix. Ao comparar estes resultados com 
outros trabalhos [270], verificou-se que nenhum dos polifenóis em estudo foi reportado 
na literatura para a cenoura branca. 
A catequina foi o polifenol mais abundante determinado nas matrizes analisadas, 
seguindo-se os ácidos gentísico e ferúlico. A catequina, um flavan-3-ol pertencente ao 
grupo dos flavonoides, encontra-se amplamente distribuída numa grande variedade de 
alimentos que incluem as frutas e os vegetais [37, 271]. No presente trabalho este 
flavonoide foi identificado e quantificado nas amostras de alho, cenoura laranja, 
espinafres, brócolos e de forma mais expressiva nas amostras de tomate e de tomate 
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inglês. Uma breve revisão bibliográfica revela-nos que Silva [124] obtiveram resultados 
semelhantes na determinação da catequina em amostras de tomate, cenoura, alho e 
brócolos. Contrariamente aos resultados aqui apresentados, estes autores também 
detetaram a presença deste flavonoide em amostras de cebola, beterraba e em duas 
variedades de pimentão, o pimentão verde e o pimentão vermelho. Similarmente, 
Akomolafe [272] ao estudarem a composição fenólica do tomate e do pimentão vermelho 
também detetaram a presença de catequina em ambos os frutos. 
Relativamente à composição de ácidos fenólicos presentes nas matrizes 
analisadas, o ácido gentísico, o ácido ferúlico e o ácido protocatecuico foram sem dúvida 
os que mais se destacaram. O ácido gentísico, tal como o ácido protocatecuico, são 
derivados dos ácidos hidroxibenzóicos que podem ser encontrados em certos tipos de 
alimentos [273]. Geralmente, o teor destes compostos em plantas comestíveis é muito 
baixo, com exceção de alguns tipos de frutos e nalgumas variedades de vegetais, que 
podem ter concentrações de várias dezenas de miligramas por quilograma de peso fresco 
[37, 273]. No que diz respeito aos ácidos hidroxicinâmicos, principalmente os ácidos p-
cumárico, cafeico, ferúlico e sinápico, são mais abundantes do que os ácidos 
hidroxibenzóicos. De acordo com Manach [37], estes ácidos raramente são encontrados 
na sua forma livre, exceto em alimentos processados que sofreram congelação, 
esterilização ou fermentação. No presente trabalho foram identificados ácidos 
hidroxicinâmicos e hidroxibenzóicos, em quase todas as amostras em estudo com exceção 
dos brócolos, da cenoura branca e de ambas as variedades de cebola. Relativamente à 
diversidade destes compostos nas matrizes analisadas, a cenoura laranja foi o vegetal que 
apresentou o maior número de ácidos fenólicos identificados, enquanto que, o agrião 
apresentou o maior teor total destes compostos, seguindo-se o tomate inglês. 
Quanto ao grupo dos flavonóis estudados, a quercetina e o kaempferol foram 
encontrados principalmente nas amostras de cebola. Este resultado, na verdade, seria 
espectável, visto que ambos os flavonóis, assim como, os seus derivados glicosídicos são 
frequentemente encontrados nestes vegetais [274-276], sendo a quercetina, o flavonol 
predominante, representando mais 95% do teor de flavonoides totais [275]. Alguns 
estudos sugerem que a cor do bolbo pode estar diretamente associada à presença de 
quercetina [277-279]. Este facto foi constatado no estudo desenvolvido por Patil [280], 
acerca da variação do conteúdo de quercetina total em diferentes variedades de cebola. 
Os resultados deste estudo mostraram, claramente, que a variedade amarela apresenta 
teores de quercetina superiores aos determinados na variedade roxa. Já a variedade branca 
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continha apenas traços vestigiais deste flavonóide. Marotti e Piccaglia [281] constataram 
o elevado teor de quercetina nas variedades que apresentam cor contrariamente à 
variedade branca que apresentava quantidades diminutas deste flavonol.  
Quando comparados os teores de quercetina e kaempferol em ambas as variedades 
de cebola, verificou-se que o teor na cebola roxa é aproximadamente três vezes superior 
ao da cebola amarela. Inicialmente, este facto surpreendeu-nos, uma vez que, 
esperávamos que o teor de flavonóis fosse superior na cebola amarela, visto que estes 
compostos são caraterísticos da coloração amarela/acastanhada de muitas variedades, ao 
passo que as antocianinas, como a cianidina e peonidina glucosideas, são as principais 
responsáveis pela coloração vermelha/arroxeada de algumas variedades [276, 282]. No 
entanto, uma revisão mais abrangente da literatura revela-nos a existência de diversos 
estudos que reportam um elevado conteúdo de favonóis na cebola roxa quando 
comparados com as variedades amarela e branca [274, 283-285], o que nos permitiu 
concluir, da mesma forma que Marotti [281] que não existe uma relação direta entre a 
tonalidade do vegetal e o teor total de flavonóis. De acordo com alguns estudos [275, 281, 
284, 286, 287], estas variações no teor de flavonóis pode dever-se a fatores genéticos, às 
condições ambientais e agronómicas, ao estado de maturação, as condições de 
armazenamento, o tempo de exposição à radiação UV, entre outros. 
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Tabela 15. Concentrações dos compostos fenólicos encontradas nas amostras vegetais em estudo. 
Polifenóis 
Concentração ± σ (µg/g de vegetal fresco) 
Beterraba  Cebola roxa Cebola amarela  Alho  Cenoura laranja Cenoura branca Agrião  Espinafre  Brócolos Tomate inglês Tomate 
Ácido Protocatecuico         4,6 ± 0,2   7,8 ± 0,2         
(+)-Catequina       5,3 ± 0,01 5,3 ± 0,01     5,8 ± 0,03 5,6 ± 0,03 14,8 ± 0,3 7,1 ± 0,02 
Ácido Gentísico  2,5 ± 0,2           6,9 ± 0,2 2,7 ± 0,3   14,8 ± 0,5 3,0 ± 0,1 
Ácido Vanílico         1,1 ± 0,04         5,8 ± 0,1   
Seringaldeído 1,1 ± 0,01     1,0 ± 0,03 1,0 ± 0,03             
Ácido p-cumárico         0,7 ± 0,01   0,7 ± 0,02       0,7 ± 0,01 
Ácido Ferúlico 0,5 ± 0,01     0,5 ± 0,04 0,6 ± 0,1   18,0 ± 0,5 < LOQ       
Ácido m-cumárico         < LOD           < LOD 
Ácido o-cumárico         < LOD     < LOQ       
Ácido Cinâmico         0,4 ± 0,2             
Quercitina   17,1 ± 0,5 5,3 ± 0,4       0,4 ± 0,03         
Kaempferol   9,2 ± 0,4 2,4 ± 0,4               1,1 ± 0,03 
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4. 4. Cromatografia Gasosa-Espectrometria de Massa (GC-MS) 
Os alimentos de origem vegetal possuem na sua composição química compostos 
orgânicos voláteis, que permitem dar inúmeras informações para além do aroma. 
Normalmente, estes compostos são encontrados nas frutas e nos vegetais em pequenas 
quantidades (de ng a mg/kg), cuja natureza varia de espécie para espécie, e algumas vezes 
entre variedades [288]. 
Em geral, estes compostos pertencem a diversas famílias químicas, como os 
aldeídos, ésteres, cetonas, álcoois, éteres de cadeia alquílica curta, ácidos carboxílicos, 
terpenos (principalmente mono e sesquiterpenos), além de compostos azotados e 
sulfurados [288, 289]. Recentemente, muitos destes compostos tornaram-se altamente 
reconhecidos devido às suas propriedades biológicas. Entre eles destacam-se os 
compostos terpénicos e os compostos organossulfurados que são responsáveis pelas 
propriedades medicinais de inúmeras plantas, tais como a sua ação, anti-hipertensiva 
[290], anti-inflamatória [291, 292], anti-HIV [293], antibacteriana [294], atividade 
anticancerígena [295-297], entre outros. A Tabela 16 apresenta de forma sucinta as 
propriedades de alguns destes compostos. 
Tabela 16. Efeitos biológicos de alguns compostos terpénicos e organossulfurados 
encontrados nas frutas e nos vegetais (adaptado de Perestrelo [298]). 
Compostos Voláteis Efeitos biológicos Referências 
Compostos terpénicos 
β-Mirceno Analgésico, anti-inflamatório, antibiótico, antitumoral [299] 
ρ-Cimeno Antibiótico, inibidor da AChE, antiproliferativo [300, 301] 
Camfeno Antimicrobiano, antioxidante [302] 
Terpineno 
Anti-inflamatório, antioxidante, atividade 
quimiopreventiva 
[303-305] 
Terpinoleno Antioxidante [304] 
β-Felandreno Antibacteriano, antitumoral, apoptótico, citotóxico [306] 
β-Pineno 
Anti-inflamatório, antimicrobiano, antioxidante, 
antineoplásico, quimioprotetor 
[300, 303] 
Acetato de terpenilo Antiprolifetrativo [307] 
D-Limoneno 
Antimutagénico, antitumoral, antioxidante, 
antimicrobiano, antiproliferativo, quimioprotetor 
[303, 308] 
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Eucaliptol 
Antioxidante, antibacteriano, antibiótico, antiviral, anti-
inflamatório, citotóxico, antineoplásico 
[300, 309] 
Canfora Antibacteriano, larvicida, antioxidante [310] 
Linalool 
Citotóxico, antiproliferativo, antioxidante, 
antimicrobiano, analgésico, anti-inflamatório, 
antidepressivo, ansiolítico 
[300, 303] 
Geraniol Atividade quimiopreventiva, antimutagénico [311] 
Eugenol 
Anticancerígeno, antidepressivo, antimicrobiano, 
antioxidante, larvicida 
[300] 
Terpineol 
Antimicrobiano, antioxidante, antibiótico, inibidor da 
AChE, citotóxico, antimalárico 
[300] 
β-Ioneno Atividade quimiopreventiva, antiproliferativo, citotóxico [311, 312] 
Compostos organossulfurados 
Alicina 
Anti-aterosclerótico, antimicrobiano, antifúngica, 
antivirais, anti-inflamatório 
[290, 297] 
S-alilcisteína Anti-hipertensivo 
[290] 
Dialil difulfeto   Anti-aterosclerótico, anticancerígeno [290, 313] 
Dimetil trisulfeto Anticancerígeno [297] 
Alil sulfeto Anticancerígeno [314] 
Dialil trissulfeto Anticancerígena, antifúngico, antivirais [315] 
Dialil sulfeto Anticancerígeno, anti-inflamatório [316, 317] 
 
Em virtude dessa diversidade de funções biológicas e ao potencial destes 
compostos como agentes terapêuticos, pretendeu-se analisar a fração volátil das frutas e 
dos vegetais consumidos na RAM. Neste sentido, a caraterização qualitativa da 
composição volátil foi efetuada com recurso à metodologia HS-SPMEDVB/CAR/PDMS/GC-
qMS. Os perfis cromatográficos dos metabolitos voláteis dos diversos frutos e vegetais 
analisados encontram-se apresentados na Figura 26. 
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Figura 26. Cromatogramas típicos da fração volátil das 11 amostras de frutas e vegetais obtidos 
por HS-SPME-GC/qMS. 1 - α-Pineno; 2 - β-Pineno; 3 - D-Limoneno; 4 - (Z)-Ocimeno; 5 - 1-Metil-2-
(1-metiletil)-benzeno; 6 - Terpinoleno; 7 - Ácido acético; 8 - 5-Metilfurfural; 9 - N-metil-1,3-
propanodiamina; 10 - Hexanal; 11 - 2-Metil-2-pentenal; 12 - 2,5-Dimetil tiofeno; 13 - 1-Hidroxi-2-
propanona; 14 - Dimetil-trissulfeto; 15 - Ácido acético; 16 - Furfural; 17 - Ácido Fórmico; 18 - 5-
Metilfurfural; 19 - 2-Furanmetanol; 20 - 2,5-Furanodicarboxaldeído; 21 - 5-Acetoximetil-2-furaldeído; 22 
- 2,3-Dihidro-3,5-dihidroxi-6-metil-4H-piran-4-ona; 23 - 1,3-Ditiano; 24 - Dipropil-dissulfeto; 25 - 
Nonanal; 26 - (E)-2-Octanal; 27 - β-Mirceno; 28 - γ-Terpineno; 29 - 1-Metil-2- (1-metiletil)-benzeno; 30 - 
1,5-Dietenil-3-metil-2-metileno- (1α, 3α, 5α) ciclohexano; 31 - α-Ocimene; 32 - Santolina Trieno; 33 - 
10,10-Dimetil-2,6-dimetileno-biciclo[7.2.0]undecano-5-β-ol; 34 - 6-Metil-5-hepteno-2-ona; 35 - (E)-2-
Octanal; 36 - (E)-2-Decenal; 37 - (E)-Pinocarveol; 38 - 1-Etil-2,4-dimetil-benzeno; 39 - Ácido 
undecanóico; 40 - Dialil sulfeto; 41 - Dialil disulfeto; 42 - Metil aliltioacetato; 43 - 2-(2-Etoxietoxi)-etanol; 
44 - 3-Vinil-1,2-ditiociclohex-4-eno; 45 - Dialil trissulfeto; 46 - Metil éster do ácido ciclopropano-
carboxílico; 47 - Etil éster do ácido hexanóico; 48 - 1-Hexanol; 49 - (E)-3-Hexen-1-ol; 50 - (Z)-3-Hexen-
1-ol; 51 - Etil éster do ácido octanóico; 52 - 1,3-bis(1,1-Dimetiletil)-benzeno; 53 - cis-3-Hexenil valerato; 
54 - Benzaldeído; 55 - 3,5-Octadieno-2-ona; 56 - Feniletil álcool; 57 - β-Ionona; 58 - 3-Metil-1-
isotiocianato-butano; 59 - 4-Metilpentil Isotiocianato; 60 - Benzenoacetaldeído; 61 - 2-Feniletil cianido; 62 
- 1-Isotiocianato-3-(metiltio)-propano; 63 - 2-Feniletil isotiocianato; 64 - 2-Hexanal; 65 - Acetato de (E)-
2-hexen-1-ol; 66 - (Z)-3-Hexeníl éster do ácido butanoico; 67 - Protanoato de (E)-2-hexen-1-ol; 68 - (E)-
2-Hexen-1-ol; 69 - (Z)-3-Metil-1,3,5-hexatrieno; 70 - Metil éster do ácido butanoico; 71 - Etil éster do 
ácido butanoico; 72 - Metil éster do ácido hexanóico; 73 - Acetato de (Z)-3-hexen-1-ol; 74 - β-ciclocitral; 
75 - α-Terpineol; 76 - 5-(Hidroximetil)furfural; 77 - Geranil acetona. 
Foram identificados um total de 320 compostos voláteis nas diferentes amostras 
analisadas, dos quais 51 compostos terpénicos, 45 compostos organossulfurados, 31 
aldeídos, 37 ésteres, 29 cetonas, 28 álcoois, 23 compostos furânicos, 22 hidrocarbonetos, 
19 compostos benzénicos, 13 compostos azotados, 9 ácidos carboxílicos, 7 éteres, 4 
compostos halogenados e 3 derivados do naftaleno. A Tabela 21A (Anexo 4) apresenta 
detalhadamente a composição volátil de cada uma das amostras analisadas, incluindo os 
tempos de retenção, os índices de Kovats, as famílias químicas, as fórmulas moleculares 
e as áreas médias obtidas para cada composto. 
4.4.1. Beterraba 
Para a amostra de beterraba foram identificados 61 compostos voláteis, sendo o 
perfil caraterizado maioritariamente por compostos terpénicos (61,0 %), seguindo-se os 
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compostos furânicos (20,6 %), os ácidos carboxílicos (5,6 %) e os compostos benzénicos 
(5,2%) (Figura 27). 
  
Figura 27. Distribuição das famílias de compostos químicos identificados na beterraba. 
Relativamente, aos metabolitos individuais, o terpinoleno, o γ-terpineno e o 5-
(hidroximetil)furfural foram os compostos maioritários na beterraba perfazendo 65,6% 
do perfil volátil total. De forma menos expressiva, foram encontrados o 1-metil-2-(1-
metiletil)-benzeno (3,9%), o 5-metilfurfural (3,4%), o β-pineno (2,9%) e o α-pineno 
(1,7%). É de salientar que de entre os compostos voláteis encontrados, foi possível 
identificar a geosmina  um dos principais compostos caraterísticos do aroma da beterraba. 
Este cis-terpeno é muitas vezes considerado como um off flavor deste alimento por 
introduzir um odor e sabor a terra [318]. 
4.4.2. Cenoura 
Da mesma forma que a beterraba, verificou-se que o perfil volátil de ambas as 
variedades de cenoura é constituído maioritariamente por compostos terpénicos. Do total 
dos 71 compostos voláteis identificados na cenoura branca, 22 são compostos terpénicos 
que contribuem com 61,3% da fração volátil total. Para a cenoura laranja foi possível 
identificar 31 compostos terpénicos de um total de 59 compostos voláteis, o qual 
representam 58,1% da fração volátil total (Figura 28). 
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Figura 28. Famílias de compostos químicos identificados na cenoura laranja e na cenoura 
branca. 
Em geral, o sabor caraterístico da cenoura fresca tem sido atribuído 
essencialmente, aos compostos voláteis mono- e sequiterpenos [319]. Dentre estes 
compostos, os monoterpenos foram sem dúvida os mais abundantes em ambas as 
variedades, sendo o terpinoleno o composto maioritário da cenoura branca (32,0%) e o γ-
terpineno da cenoura laranja (27,2%). O α-pineno também foi identificado em ambas as 
variedades com percentagens que rondaram os 4,3% na variedade laranja e 1,6% na 
variedade branca. De acordo com Güller [320], estes compostos são os principais 
responsáveis pelas propriedades antimicrobianas e antifúngicas das cenouras. Além 
destes compostos bioativos, também foram identificados em menor quantidade o D-
limoneno, o β-mirceno, o β-pineno e o α-felandreno, que também apresentam 
bioatividade. 
4.4.3. Cebola 
No que diz respeito às amostras de cebola, foram identificados 49 compostos 
voláteis para a variedade de cebola roxa e 29 compostos para a variedade da cebola 
amarela. Em termos de famílias químicas identificadas, verificou-se que o perfil de ambas 
as variedades é muito distinto, sendo que a cebola roxa é caraterizada maioritariamente 
por aldeídos (26,7%), ao passo que a cebola amarela é caraterizada essencialmente por 
compostos organossulfurados (73,8%) (Figura 29).  
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Figura 29. Famílias de compostos químicos identificados nas cebola roxa e cebola amarela. 
Juntamente com os flavanóis os compostos organossulfurados, a maioria deles na 
forma de derivados de cisteína [321], são os principais constituintes bioativos das cebolas, 
estes são sintetizados pela enzima aliinase que catalisa a hidrólise de sulfóxidos de S-
alca(en)il-L-cisteína (ACSOs) para produzir piruvato, amónia e ácidos sulfínicos. Após a 
rutura do tecido produzido pela mastigação, cozimento, extração, etc., ocorre a hidrólise 
enzimática dos ACSOs e os compostos organossulfurados caraterísticos destas espécies 
são formados pelas reações espontâneas sofridas pelos ácidos sulfínicos entre si e com 
outros compostos. O resultado final é uma mistura de compostos contendo enxofre, 
incluindo os tiossulfinatos, os tiossulfonatos, os mono-, di-, e tri-sulfetos, bem como o s-
óxido tiopropanal [147, 321]. Muitos destes compostos demonstraram ter atividade 
antidiabética e insulinotrópica em estudos in vivo com animais [322]. 
Dentre os principais compostos organossulfurados identificados nas duas 
variedades de cebola, o dipropil-dissulfeto (47,2 % na cebola amarela), o dimetil-
trissulfeto (cebola roxa: 8,8 % e cebola amarela: 9,4%) e o dipropil-trissulfeto (cebola 
amarela 4,3%) são os dominantes.  
Tal como os compostos organossulfurados, os aldeídos são também caraterísticos destes 
vegetais, sendo o 2-metil-2-pentenal, produzido pela transformação sequencial do ácido 
1-propenilsulfenico para o S-óxido de tiopropanal que posteriormente se transforma em 
2-metil-2-pentenal [323], o composto maioritário desta família (cebola roxa 22,3% e 
cebola amarela 9,8%). 
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4.4.4. Alho 
Tal como as cebolas, o alho (Allium cepa) também é rico em compostos 
organossulfurados que são responsáveis pelo odor e pelo sabor característicos deste 
vegetal, assim como pelas suas propriedades bioativas. Dos 21 compostos identificados 
nas amostras de alho em estudo 99,7% do perfil volátil são compostos organossulfurados, 
sendo que os restantes 0,3% pertencem às famílias dos ésteres, éteres, aldeídos e 
compostos benzénicos (Figura 30). 
 
Figura 30. Famílias de compostos químicos identificados no alho. 
Relativamente aos compostos individuais, o dialil disulfeto foi o composto 
maioritário identificado no alho contribuindo com 70,4 % da composição volátil total. 
Este é um dos compostos organossulfurados mais importantes do alho, e é formado pela 
decomposição da alicina. Quimicamente, a alicina é uma molécula instável e altamente 
reativa. É o composto bioativo mais comum e representa cerca de 70% dos compostos 
sulfurados presentes no alho [324]. Quando os bulbos do alho são cortados ou esmagados, 
a alicina é produzida enzimaticamente pela interação do aminoácido não proteico aliina, 
com a enzima aliinase, comum em todas as espécies Allium. Durante a reação enzimática, 
também se formam a amónia e o piruvato  [325]. Devido à sua instabilidade, a alicina 
degrada-se facilmente ao longo do tempo, formando uma coleção de sulfatos de alilo e 
polissulfetos de segunda geração (comumente denominados organosulfetos do alho) 
[297]. As estruturas químicas dos principais organossulfetos de segunda geração 
encontram-se representadas na Figura 31. 
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Figura 31. Estruturas químicas dos principais produtos secundários da degradação da alicina 
presente no alho (adaptado de Schäfer  [297]). 
Neste trabalho, o dialil trissulfeto foi identificado numa percentagem considerável 
(12,4%) sendo este o segundo composto maioritário. Tanto o dialil dissulfeto como o 
diallil trissulfeto são responsáveis, em parte, pelos efeitos bioativos do alho, estando estes 
associados a propriedades anticancerígenas [290, 313, 326]. 
4.4.5. Brócolos 
Relativamente ao perfil volátil dos brócolos, foram identificados 88 compostos 
voláteis sendo os álcoois e os aldeídos as famílias mais representativas desta matriz 
(Figura 32). 
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Figura 32. Famílias de compostos químicos identificados nos brócolos. 
Os compostos com maior influência no aroma dos brócolos são o (Z)-3-hexen-1-
ol, heptanal, o nonanal, o hexanal e o pentanal. Esta amostra também é caraterizada pelos 
compostos organossulfurados presentes em baixas quantidades, como o dimetil sulfeto, o 
dimetil dissufeto e o metil éster do ácido tiociânico que são formados a partir dos 
glucosinolatos e dos percursores dos aminoácidos [327]. 
Os glucosinalatos são compostos característicos da família Brassicaceae como os 
brócolos e o agrião. Apesar destes compostos não serem biologicamente ativos, os seus 
derivados enzimáticos como os isotiocianatos são os que lhe conferem as propriedades 
medicinais [328, 329]. Dentre estes compostos, o 2-feniletil isotiocianato foi encontrado 
maioritariamente no agrião contribuindo com uma percentagem de 96,5% do perfil total. 
Esta substância tem sido objeto de vários estudos devido às suas propriedades  
anticancerígenas, antioxidantes e antimicrobianas [329]. 
  De acordo com Rybarczyk-Plonska [330] e Jeffery . [331] a variação do teor de 
compostos glucosinolatos e consequentemente de compostos sulfurados pode ser afetado 
por diversos fatores entre os quais se destacam os fatores genéticos, as condições de 
cultivo, o processamento e/ou armazenamento, entre outros. 
4.4.6. Espinafre 
No que diz respeito à caraterização do perfil volátil do espinafre, dos 57 
compostos identificados, 14 são ésteres, 13 são compostos terpénicos, 8 álcoois, 7 
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aldeídos e os restantes compostos miscelâneos. Apesar do número de álcoois 
identificados, esta família química foi a que contribuiu de forma mais expressiva para o 
perfil volátil total, seguindo-se os ésteres, os aldeídos e os compostos terpénicos (Figura 
33). 
 
Figura 33. Famílias de compostos químicos identificados nos espinafres. 
Em geral, os compostos voláteis produzidos pelos vegetais de folhas verdes, como 
os espinafres, consistem numa família de compostos C6, que incluem aldeídos, álcoois e 
ésteres que são responsáveis pelo aroma semelhante a relva cortada [332]. Nos espinafres, 
as principais reações que levam à formação dos voláteis característicos desta espécie 
podem ser categorizadas como: (i) hidrólises enzimáticas de aminoácidos contendo 
enxofre decorrentes da perda de integridade celular; (ii) degradação por indução térmica 
de aminoácido contendo o enxofre; (iii) degradação de ácidos gordos insaturados; e 
finalmente (iv) reação de Maillard juntamente com as suas reações laterais consecutivas 
[333].  
Neste trabalho, os compostos maioritários identificados neste vegetal foram o (E)-
2-hexen-1-ol, o 2-hexenal e o 1-hexanol que totalizam 56,8% da fração volátil total. Estes 
compostos voláteis são derivados de ácidos gordos insaturados C18, como o ácido 
linoleico e/ou o α-linolénico através das vias lipoxigenase/ hidroperóxido liase. Uma vez 
desoxigenados por lipoxigenases (LOX), os ácidos gordos hidroperóxidos resultantes são 
metabolizados por diversas enzimas, incluindo a hidroperóxido liase (HPL) para produzir 
os compostos voláteis (Figura 34). 
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Figura 34. Esquema representativo da biossíntese de compostos voláteis via lipoxigenase/ 
hidroperóxido liase. IF - (3Z):(2E)-enal isomerase; AAT - álcool aciltransferase; ADH - álcool 
desidrogenase; LOX - lipoxigenase; HPL - hidroperoxidase liase; 13-HPOTE - 13-hidroperóxidos 
(adaptado de Scala [332]). 
Os aldeídos C6 responsáveis pelo aroma «herbáceo» são formados a partir de 13-
hidroperóxidos e incluem o hexanal e o (Z)-3-hexenal. Este último é um composto 
instável e rapidamente é isomerizado a (E)-2-hexenal pela (3Z):(2E)-enal isomerase 
[332]. Estes aldeídos, por sua vez, podem ser transformados nos álcoois e ésteres 
correspondentes através da atividade das enzimas álcool desidrogenase (ADH) e álcool 
aciltransferase (AAT) [332, 334]. De acordo com Deng [334], estes compostos voláteis 
apresentam atividade antiproliferativa de bactérias, sendo que os voláteis insaturados (E)-
2-hexenal e (E)-2-hexen-1-ol apresentam maior atividade do que os voláteis saturados 
hexanal e 1-hexanol [334]. 
4.4.7. Tomate 
No que diz respeito ao tomate (Lycopersicon esculetum L.), este fruto rico em 
nutrientes é também constituído por uma grande variedade de compostos voláteis. Neste 
trabalho, foram identificados 77 compostos voláteis pertencentes a diferentes famílias 
químicas. Do total de compostos identificados, os aldeídos e os compostos furânicos 
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foram as classes predominantes representando cerca de 71% do perfil volátil total (Figura 
35). Os restantes grupos identificados que contribuem para o aroma e sabor desta amostra 
foram os álcoois (6,6%), os ésteres (5,9%), os compostos terpénicos (5,5%), os ácidos 
carboxílicos (4,7%), os compostos organossulfurados (2,9%) e as cetonas (1,6%). As 
restantes famílias químicas identificadas contribuem com menos de 1 % para o perfil 
volátil total do tomate. 
 
Figura 35. Famílias de compostos químicos identificados no tomate. 
Entre os compostos identificados, o hexanal, o (Z)-3-hexenal, o 3-metil-butanal, 
o (E)-3-hexen-1-ol, a β-ionona e o 2-isobitiltiazole são considerados os componentes 
voláteis mais importantes para a definição do aroma do tomate, conferindo o carater 
fresco a esta matriz. Os principais percussores desses compostos voláteis no tomate são 
os aminoácidos livres, os ácidos gordos e os carotenoides [178, 335].  
4.4.8. Tomate inglês 
Em relação à composição volátil do tomate inglês (Solanum betaceum), foram 
identificados 65 compostos, dos quais 20 são compostos terpénicos, 17 ésteres, 7 álcoois, 
5 compostos benzénicos, 4 aldeídos, 4 compostos furânicos e os restantes 7 compostos 
miscelâneos. Em termos de percentagem contributiva de cada família para o perfil volátil 
total, os ésteres foram sem dúvida a família mais importante (65,4%), seguindo-se os 
compostos terpénicos (15,8%) (Figura 36). 
 109 
 
 
Figura 36. Famílias de compostos químicos identificados no tomate inglês. 
Relativamente, aos metabolitos individuais, o etil éster do ácido butanoico, o metil 
estér do ácido hexanoico e o etil éster do ácido hexanoico foram os compostos 
maioritários identificados totalizando 58,6% do perfil volátil total. De forma menos 
expressiva foram encontrados o eucaliptol (2,9%), o D-limoneno (1,3%), o α-felandreno 
(0,03%), o α- e o β-pineno (≤0,6%) que são compostos terpénicos conhecidos pelas suas 
propriedades bioativas, tais como as propriedades anti-inflamatórias, antioxidantes, 
antimicrobianas e anticancerígenas. Por outro lado, os compostos voláteis de cadeia-curta 
como o acetato de etilo, o álcool etílico e o ácido acético, que são comummente 
encontrados em muitas frutas, desempenham um papel importante na inibição de fungos 
e bactérias [289]. 
  
 
 
 
 
 
 
 
CAPÍTULO V 
CONCLUSÕES 
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5. CONCLUSÕES 
Diversos estudos têm demonstrado que o consumo de substâncias antioxidantes 
na dieta diária, pode produzir uma ação protetora efetiva contra os processos oxidativos 
que naturalmente ocorrem no organismo. Neste sentido, pretendeu-se com este trabalho 
avaliar a composição bioativa e a capacidade antioxidante de nove vegetais e duas 
variedades de frutos produzidos na RAM.  
Através dos extratos metanólicos obtidos destas amostras, quantificou-se o teor 
total de compostos fenólicos, de flavonoides, de antocianinas, de betalaínas e de 
carotenoides. Os resultados deste estudo revelaram que a cebola roxa e o tomate inglês 
apresentaram os maiores teores de compostos fenólicos e de antocianinas, ao passo que a 
beterraba e a cenoura laranja apresentaram os teores mais elevados de carotenoides.  
Em termos de atividade antioxidante constatou-se que a beterraba, a cebola roxa 
e o tomate inglês apresentaram a maior atividade inibidora dos radicais DPPH e ABTS, 
assim como, o maior poder redutor demonstrado pelo método FRAP. Apesar da elevada 
correlação linear entre as metodologias utilizadas para avaliar a capacidade antioxidante, 
não foi possível estabelecer uma boa correlação entre a concentração de compostos 
bioativos e a capacidade antioxidante. Na verdade, a relação entre a concentração de 
compostos com atividade antioxidante em alimentos e a capacidade antioxidante de cada 
um dos compostos presentes num determinado alimento ainda não está completamente 
esclarecida. 
No decorrer deste trabalho, foi desenvolvida uma metodologia analítica baseada 
na técnica de extração QuEChERS seguida de análise por UHPLC-PDA, para a 
identificação e quantificação de polifenóis em frutas e vegetais. Uma vez otimizado, o 
método demonstrou resultados satisfatórios em termos de seletividade, linearidade, 
limites de deteção e quantificação, precisão, exatidão e eficiência de extração. As 
concentrações dos compostos fenólicos determinadas nestas amostras permitiu evidenciar 
a capacidade do método em identificar e quantificar este tipo de substâncias em matrizes 
alimentares. Relativamente aos compostos fenólicos analisados, a catequina foi o 
polifenol mais abundante, seguindo-se os ácidos gentísico e ferúlico, sendo estes últimos 
encontrados de forma expressiva no agrião. Quanto aos flavanóis analisados, a quercetina 
e o kaempferol foram encontrados maioritariamente nas amostras de cebola, e em 
pequenas quantidades no tomate e no agrião. 
 112 
 
Numa terceira parte deste trabalho, efetuou-se a caraterização da composição 
volátil das frutas e dos vegetais, com recurso à metodologia HS-SPME/GC-qMS. Neste 
estudo, foram identificados um total de 320 compostos voláteis que foram agrupados em 
diferentes famílias químicas. De acordo com os resultados obtidos, verificou-se que os 
compostos terpénicos foram predominantes na beterraba e nas duas variedades cenoura 
(laranja e branca), ao passo que os compostos organossulfurados foram encontrados quase 
exclusivamente nas amostras de alho, agrião e nas duas variedades cebola (roxa e 
amarela). Segundo a bibliografia consultada, estas famílias são responsáveis pelas 
propriedades medicinais de inúmeras plantas, tais como as propriedades anti-
hipertensivas, anti-inflamatórias, anti-HIV, antibacterianas, anticancerígenas, entre 
outros. 
Apesar destes resultados promissores, o estudo da presença e concentração de 
compostos bioativos nos alimentos de origem vegetal deverá ser ampliado, de modo a 
permitir uma melhor avaliação dos seus efeitos. Durante este estudo deveram ser tidos 
em conta os diferentes estágios de maturação das frutas e dos vegetais, assim como outros 
fatores que afetam o teor de compostos bioativos nestes alimentos. Adicionalmente, este 
estudo deverá ser complementado com a avaliação das capacidades anti-inflamatória, 
antimicrobiana e antiproliferativa em células tumorais, dos extratos vegetais. 
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ANEXO 1. Materiais e métodos  
Tabela 17A. Lista de padrões analíticos. 
Padrão Grau de Pureza (%) Marca 
3,5-Dimetoxi-4-hidroxibenzaldeído 98,0 % Acros Organics (Bélgica) 
Ácido Gálico 98,0 % Fluka (Alemanha) 
Ácido 2,5-Dihidroxibenzoico ≥ 98,0 % Fluka (Alemanha) 
Ácido m-cumárico ≥ 98,0 % Fluka (Alemanha) 
Ácido o-cumárico ≥ 97,0 % Fluka (Alemanha) 
Ácido Cinâmico ≥ 99,0 % Fluka (Alemanha) 
Ácido Ferúlico ≥ 99,0 % Fluka (Alemanha) 
Apigenina ≥ 99,0 % Fluka (Alemanha) 
Ácido 3,4-Dihidroxibenzoico ≥ 99,0 % Sigma – Aldrirch (Alemanha) 
(+) - Catequina ≥ 99,0 % Sigma – Aldrirch (Alemanha) 
Kaempferol ≥ 97,0 % Sigma – Aldrirch (Alemanha) 
Quercetina Dihidratada 99,0 % Riedel-de Haën (Dinamarca) 
Ácido-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-
2-carboxílico (Trolox) 
≥ 98,0 % Sigma – Aldrirch (Alemanha) 
 
Tabela 18A. Lista de reagentes e solventes. 
Reagentes e Solventes Grau de Pureza (%) Marca 
2,2'-Azino-bis (ácido 3-
etilbenzotiazolina-6-sulfónico) sal 
diamónio (ABTS) 
≥ 99,0 % Riedel-de Haën (Dinamarca) 
2,2-Difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) ≥ 85,0 % Sigma – Aldrirch (Alemanha) 
2,4,6-Tri-(2-piridil)-s-triazina (TPTZ) ≥ 99,0 % Sigma – Aldrirch (Alemanha) 
Ácido 2-Tiobarbitúrico ≥ 99,0 % Sigma – Aldrirch (Alemanha) 
Ácido Tricloroacético ≥ 99,0 % Sigma – Aldrirch (Alemanha) 
Cloreto de Ferro (III) 98,0 % Sigma – Aldrirch (Alemanha) 
Cloreto de Sódio ≥ 99,5 % Sigma – Aldrirch (Alemanha) 
Cloreto de Alumínio 98,0 % Riedel-de Haën (Dinamarca) 
Citrato Trissódico Dihidratado ≥ 99,0 % Sigma – Aldrirch (Alemanha) 
Citrato de Sódio Dibásico 
Sesquihidratado 
≥ 99,0 % Sigma – Aldrirch (Alemanha) 
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Sulfato de Magnésio ≥ 99,5 % Sigma – Aldrirch (Alemanha) 
Carbonato de Sódio Anidro 99,8 % Panreac Quimica S.A (Espanha) 
Acetato de Sódio Trihidratado 99,0 % Panreac Quimica S.A (Espanha) 
Hidróxido de Sódio 98,0 % Panreac Quimica S.A (Espanha) 
Di-hidrogénio Fosfato de Potássio 99,0 % Panreac Quimica S.A (Espanha) 
Fosfato de Sódio Dibásico 
Dodecahidratado 
≥ 99,0 % Riedel-de Haën (Dinamarca) 
Peroxodisulfato de Potássio ≥ 99,0 % Fluka (Alemanha) 
Nitrato de Sódio Extra Puro ≥ 99,0 % Merck (Alemanha) 
Ácido Acético Glacial ≥ 99,0 % Merck (Alemanha) 
Ácido Fórmico 99,0 % Panreac Quimica S.A (Espanha) 
Metanol 99,0 % Fisher Scientific (Reino Unido) 
Acetonitrilo 99,0 % Fisher Scientific (Reino Unido) 
Acetato de Etilo 99,0 % Fisher Scientific (Reino Unido) 
 
Tabela 19A. Lista de equipamentos. 
Equipamento Marca 
Balança Analítica  Ohaus Pioneer PA114 
Agitador Vortéx  Thermolyne MaxiMixPlus 
Triturador Varinha BRAUN MQ100 
Sistema de purificação de água 
Milli-Q® (Millipore, Bedford, EUA) Sistema de 
purificação Direct 8 Millipore. 
Banho de Ultrassons Branson 2510 
Medidor de pH Metrohm 691 
Espectrofotómetro UV-vis Perkin Elmer lambda 25 
Centrifugadora Refrigerada  Sigma 3K30 Bioblock Scientific 
Placa de aquecimento com agitação  Ika RCT standard safety control 
Equipamento de cromatografia líquida de ultra 
eficiência (UHPLC) 
Waters Acquity UPLC H-Class (Mildford, MA, 
EUA) 
Detetor de fotodiodos (PDA)  Waters modelo 2996 (Mildford, MA, EUA) 
Cromatógrafo de fase gasosa com detetor de 
espetrometria de massas (GC-MS) 
Agilent Technologies 6890N (GC), Agilent 
Technologies 5973N (MS) 
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ANEXO 2. Capacidade antioxidante 
A2.1. DPPH 
Para a avaliação da capacidade antioxidante pelo método DPPH foi construída 
uma curva de calibração com trolox num intervalo de concentrações de 10 até 1200 µM 
(Figura 37A). Os resultados da capacidade antioxidante foram expressos em µM 
equivalentes de trolox por grama de massa fresca (µM TE/g vegetal). 
 
Figura 37A. Curva de calibração utilizada para determinar a capacidade de neutralização de 
radicais livres (DPPH) dos extratos vegetais. 
Outra forma de expressar os resultados do DPPH foi através do cálculo do EC50. 
Para tal, o valor de EC50 foi obtido por interpolação gráfica da % de inibição do DPPH· 
em função da concentração do extrato vegetal e os resultados encontram-se descritos na 
Tabela 21. 
Tabela 20A. Resultados do EC50. 
Amostras Equação r2 
EC50  
(mg/L) 
Beterraba y=33,503 ln(x) - 141,86 0,9839 214,82 ± 5,6 
Cebola roxa y=28,303 ln(x) - 110,35 0,9997 292,32 ± 5,09 
Cebola amarela y=0,9199 ln(x)-1,3903 0,9883 5543,66 ± 1124 
Alho y=12,496 ln(x) - 52,117 0,9879 3052,46 ± 689,93 
Cenoura laranja y=1,21 ln(x) - 3,2957 0,9996 – 
Cenoura branca y=11,498 ln(x) - 47,338 0,9978 – 
Agrião y=24,563 ln(x) - 96,174 0,9419 369,98 ± 19,91 
Espinafre y=24,933 ln(x) - 100,21 0,9924 403,56 ± 13,98 
Brócolos y=6,0724 ln(x)-22,213 0,9909 109705,70 ± 51460 
Tomate inglês y=37,983 ln(x)-142,51 0,9908 157,62 ± 1,81 
Tomate y=24,126 ln(x)-10,44 0,9643 13,27 ± 1,45 
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A2.2. ABTS 
Para a avaliação da capacidade antioxidante dos extratos metanólicos das frutas e 
dos vegetais pelo método ABTS, foi efetuada construída uma curva de calibração com 
trolox nas concentrações 10, 20, 50, 100, 200 e 400 µM (Figura 38A). Os resultados deste 
estudo foram expressos em µM equivalentes de trolox por grama de massa fresca (µM 
TE/g vegetal). 
 
Figura 38A. Curva de calibração utilizada para determinar a capacidade de neutralização de 
radicais livres (ABTS•+) dos extratos vegetais. 
A2.3. FRAP 
Para o estudo da capacidade antioxidante dos extratos vegetais a leitura das 
absorvâncias foi registada a 593 nm e os resultados foram determinados por meio da 
equação da reta obtida através da construção de uma curva de calibração com trolox num 
intervalo de concentrações de 10 até 400 µM (Figura 39A). Os resultados deste estudo 
foram expressos em µM equivalentes de trolox por grama de massa fresca (µM TE/g 
vegetal). 
 
Figura 39A. Curva de calibração utilizada para determinar o poder antioxidante por redução do 
ião férrico (FRAP) dos extratos vegetais. 
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ANEXO 3. Análise Quantitativa de Compostos Fenólicos por QuEChERS/UHPLC-
PDA 
A3.1. Seletividade 
No estudo da seletividade do método, as amostras de frutas e vegetais foram 
analisadas pelo método otimizado QuEChERS/UHPLC-PDA e comparadas com uma 
solução de padrões de concentração 10 µg/mL. 
 
A
U
Minutes
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00
0.00
0.10
0.20
1 2 3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
PI
Padrões
289 nm
Minutes
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00
3
5
7
PI
A
U
0.000
0.002
0.004
0.006
0.008 Beterraba
289 nm
Minutes
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00
A
U
0.000
0.005
0.010
PI12
11
Cebola Roxa
289 nm
Minutes
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00
Cebola Amarela
A
U
-0.002
0.000
0.002
0.004
0.006
PI
12
11
289 nm
 142 
 
 
 
Minutes
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00
A
U
0.00
0.05
0.10
2
5
7
PI
Alho
289 nm
Minutes
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00
A
U
0.000
0.002
0.004
0.006
0.008
0.010 Cenoura Laranja
1 2
4
6
5 7 8 9
10
PI
289 nm
Minutes
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00
PI
Cenoura Branca
A
U
0.00
0.02
0.04
289 nm
Minutes
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00
11
6
7
31
PI
A
U
0.00
0.05
0.10
0.15
Agrião
289 nm
Minutes
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00
2 3
97
A
U
0.000
0.002
0.004
0.006
0.008 PI
Espinafres
289 nm
 143 
 
 
 
Figura 40A. Comparação dos perfis cromatográficos das amostras vegetais com a solução dos 
padrões analíticos (10 µg/mL). O comprimento de onda 289 nm corresponde ao máximo de 
absorção do padrão interno e permite uma visualização geral dos analitos estudados. (1 - ácido 
protocatecuico, 2 - catequina, 3 - ácido gentísico, 4 - ácido vanílico, 5 - seringaldeído, 6 - ácido 
p-cumárico, 7 - ácido ferúlico, 8 - ácido m-cumárico, 9 - ácido o-cumárico, 10 - ácido cinâmico, 
11 - quercetina, 12 - kaempferol, PI - padrão interno). 
Os espetros de absorção dos polifenóis analisados encontram-se na Figura 41A. 
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Figura 41A. Espetros de absorção dos padrões individuais dos polifenóis analisados por 
QuEChERS/UHPLC-PDA. 
A3.2. Linearidade 
A avaliação da linearidade neste trabalho foi efetuada através da construção de 
uma curva de calibração, para cada analito, com cinco pontos de calibração numa gama 
de concentrações que variaram entre 5 e 25 µg/mL. A Figura 42 ilustra as curvas de 
calibração obtidas para cada polifenol. 
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Figura 42A. Curvas de calibração obtidas para cada analito. 
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ANEXO 4. Resultados da composição volátil das frutas e dos vegetais. 
Tabela 21A. Composição volátil identificada nas frutas e vegetais através da metodologia HS-SPME/GC-qMS. 
Nº  Tr (min) 
Índice 
Kovat 
Compostos Família Química 
Fórmula 
Molecular 
Área do Pico (× 106) 
Beterraba 
Cebola 
Roxa 
Cebola 
Amarela 
Cenoura 
Laranja 
Cenoura 
Branca 
Alho Brócolos Agrião Espinafre Tomate 
Tomate 
Inglês 
1 4,628 1065 Acetaldeido Aldeídos C2H4O       8,1     
2 4,972 1073 Dimetilsulfeto Compostos Organossulfurados C2H6S         8,7   
3 5,033 1074 4-Metil-heptano Hidrocarbonetos C8H18       8,4     
4 5,359 1081 Propanal Aldeídos C3H6O  36,9     2,6     
5 5,583 1085 Acetona Cetonas C3H6O     44,4       
6 6,548 1105 Ácido aminometanosulfónico Compostos Organossulfurados CH5NO3S      157,5      
7 6,696 1110 2,4-Dimetil-1-heptano Hidrocarbonetos C9H18       32,8     
8 6,803 1113 Acetato de etilo Ésteres C4H8O2     4,8  3,0    14,0 
9 6,944 1118 Allil Mercaptano Compostos Organossulfurados C3H6S      94,0      
10 7,416 1132 2-Metil-butanal Aldeídos C5H10O       3,6     
11 7,469 1133 3-Metil-butanal Aldeídos C5H10O 8,7      5,9  2,8 7,3  
12 7,971 1147 Etil aminometilformimidato Compostos Azotados C4H10N2O  14,7          
13 7,977 1147 Álcool etílico Álcoois C2H6O    10,4 54,3  55,8 7,9 7,5  86,5 
14 8,008 1148 Etadiamida Compostos Azotados C2H4N2O2 11,3           
15 8,081 1150 Metil-tiirano Compostos Organossulfurados C3H6S   21,7   87,9      
16 8,611 1163 (Z)-3-Metil-1,3,5-hexatrieno Hidrocarbonetos C7H10           290,2 
17 8,622 1164 2-Etil-furano Compostos Furânicos C6H8O       15,7   6,2  
18 9,827 1192 Metil éster do ácido butanóico Ésteres C5H10O2           235,2 
19 9,100 1175 2-Propil-ciclopentano Hidrocarbonetos C8H14        2,7    
20 9,579 1186 3-Pentanona Cetonas C5H10O        16,0    
21 9,498 1184 Pentanal Aldeídos C5H10O     13,5  31,3   11,7  
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22 10,139 1198 2,6-Dimetil-nonano Hidrocarbonetos C11H24       4,8     
23 10,247 1201 Deceno Hidrocarbonetos C10H22       0,2     
24 10,771 1213 3-Etil-1,5-octadieno Hidrocarbonetos C10H18        4,2    
25 11,104 1221 α-Pineno Compostos Terpénicos C10H16 79,0 24,2  1663,3 435,6  1,7 3,0 21,3 1,0 85,3 
26 11,247 1224  Metil isovalerato Ésteres C6H12O2          22,5 9,3 
27 11,251 1224 1-Penten-3-one Cetonas C5H8O       34,4 13,7    
28 11,375 1227 Triclorometano Compostos Halogenados CHCl3 2,3 1,8          
29 11,406 1228 α-Tujeno Compostos Terpénicos C10H16    28,1 7,1       
30 12,077 1242 Etil éster do ácido butanóico Ésteres C6H12O2  6,4   0,0      2007,0 
31 12,194 1244 Tolueno Compostos Benzénicos C7H8 7,2  3,2  73,9  17,1 0,0  1,6  
32 12,278 1246 β-2-Butenal Aldéidos C4H6O       43,5     
33 12,828 1257 2-Metiletil éster do ácido butírico Ésteres C7H1402       18,6     
34 12,896 1258 Metiltiociclopentano Compostos Organossulfurados C6H12S        1,1    
35 13,192 1264 Canfeno Compostos Terpénicos C10H16 3,2 1,3  95,8 15,9    2,3   
36 13,931 1278  Dimetil dissulfeto Compostos Organossulfurados C2H6S2  19,9 12,7    1,6     
37 14,393 1286  4,8-Dimetil-1,7-nonadieno Hidrocarbonetos C11H20        3,2    
38 14,519 1288 Hexanal Aldeídos C6H12O 19,0 127,8 46,3 4,7 593,8 2,9 735,7  15,0 1192,9 5,8 
39 15,016 1296 Undecano Hidrocarbonetos C11H24    3,9        
40 15,217 1300 β-Pineno Compostos Terpénicos C10H16 132,7   340,2 2028,5    7,2  58,4 
41 15,301 1301 Pirrolifeno Compostos Azotados C23H29NO2  11,0          
42 16,089 1317 Sabineno Compostos Terpénicos C10H16 0,7          2,3 
43 16,879 1331 Acetato de 2-metilbutilo Ésteres C7H14O2          5,5  
44 16,968 1333 Etilbenzeno Compostos Benzénicos C8H10       2,7     
45 17,556 1343 3-Careno Compostos Terpénicos C10H16    5,7 4,5    8,0  26,5 
46 17,675 1345 (E)- 2-Pentenal Aldeídos C5H8O       24,7 23,4    
47 18,179 1354 Dialil sulfeto Compostos Organossulfurados C6H10S      316,0      
48 18,379 1357 Pentil-oxirano  Éteres C7H14O       3,2   3,0  
49 18,604 1361 (Z)-3-Hexenal  Aldeídos C6H10O          7,4  
50 18,666 1362 α-Felandreno Compostos Terpénicos C10H16 3,2   29,4 21,6      3,3 
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51 18,963 1367 β-Mirceno Compostos Terpénicos C10H16 29,6   407,3     3,3   
52 19,097 1369 β-Tujeno Compostos Terpénicos C10H16    27,7 8,8      71,1 
53 19,612 1377 α-Terpineno Compostos Terpénicos C10H16 6,3   92,7 18,6     6,4 49,0 
54 19,610 1377 4-Metil-hexanal Aldeídos C7H14O       5,1     
55 19,661 1378 2-Metil-2-Pentenal Aldeídos C6H10O  728,2 631,3       2,9  
56 20,262 1387 Metil éster do ácido 3-metil-2-butanóico Ésteres C6H10O2           10,7 
57 20,285 1388 1-Penten-3-ol Álcoois C5H10O       21,8 20,1    
58 20,614 1392 2-Etil-tiofeno Compostos Organossulfurados C6H8S       1,2     
59 20,793 1395 D-Limoneno Compostos Terpénicos C10H16 73,6  7,1 456,7 333,9  27,1  4,8 7,4 112,8 
60 21,019 1398 1,3,4-Tiadiazol-2-amina Compostos Organossulfurados C2H3N3S        9,7    
61 21,165 1401  2,4-Dimetil-tiofeno Compostos Organossulfurados C6H8S  12,4 40,0   13,2      
62 21,233 1402 Heptanal Aldeídos C7H14O     11,9  9,6     
63 21,328 1404 p-Xileno Compostos Benzénicos C8H10       3,3     
64 21,346 1404 Metil éster do ácido hexanóico Ésteres C7H14O2          62,9 1619,8 
65 21,594 1409 2-Heptanona Cetonas C7H14O       1,0     
66 21,473 1407 β-Felandreno Compostos Terpénicos C10H16 3,6   54,3 20,8       
67 22,642 1428 Dodecano Hidrocarbonetos C12H26       5,9     
68 22,999 1435 Eucaliptol Compostos Terpénicos C10H18O       4,2    256,8 
69 23,629 1446 4-Metil-2-heptanone Cetonas C8H16O       7,1     
70 23,803 1449  2-Pentil-furano Compostos Furânicos C9H14O   3,9    3,9   37,5  
71 23,961 1451 Biciclo[2.2.2]oct-5-en-2-one Cetonas C8H10O   1,3         
72 23,966 1451 Metil-propil dissulfeto Compostos Organossulfurados C4H10S2  2,1 11,4         
73 24,441 1459 (E)-2-Hexenal  Aldeídos C6H10O        31,2    
74 24,223 1456 (E)-Ocimeno Compostos Terpénicos C10H16 4,6    9,5   40,7 48,1   
75 24,651 1463 γ-Terpineno Compostos Terpénicos C10H16 911,8 41,8 1,9 10408,8 3126,5     2,7 247,5 
76 24,653 1463 2-Hexenal Aldeídos C6H10O       363,2  420,5 202,6  
77 24,683 1463 Etil éster do ácido hexanóico Ésteres C8H16O2   7,8  27,4  40,9    1455,8 
78 25,699 1480 (Z)-Ocimeno Compostos Terpénicos C10H16 9,5   218,1 88,8    192,9   
79 25,862 1482  2-Metil-1-butanol Álcoois C5H12O          6,3  
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80 26,088 1486  3-Metil-1-butanol Álcoois C5H12O          8,9  
81 26,210 1488 2,5-Dimetiltiofeno Compostos Organossulfurados C6H8S  101,3 274,2   177,0      
82 26,759 1496 1,3,5,7-Ciclooctatetraeno Hidrocarbonetos C8H8          21,0  
83 27,073 1501  2-Etil-1,4-dimetil-benzeno Compostos Benzénicos C10H14         4,0   
84 27,202 1503 1-Metil-4- (1-metiletil)-benzeno Compostos Benzénicos C10H14     522,4      450,3 
85 27,434 1508 1-Metil-2- (1-metiletil)-benzeno Compostos Benzénicos C10H14 180,0 100,2  2157,3   1,8  3,8  224,6 
86 27,598 1511 (Z)-Metil éster do ácido 3-hexanóico Ésteres C7H12O2          25,7 4,5 
87 27,823 1515 1-Pentanol Álcoois C5H12O       3,9   8,2  
88 28,021 1518 Estireno Compostos Benzénicos C8H8       5,0 8,1    
89 28,220 1522 Terpinoleno Compostos Terpénicos C10H16 1471,7 68,6  5175,6 8921,8       
90 28,357 1524  2-Etil-tiofeno Compostos Organossulfurados C6H8S      6,3      
91 28,749 1531  Hexíl éster do ácido acético Ésteres C8H16O2         46,6 2,2 5,9 
92 29,056 1536 2-Etoxietil-acetato Éteres C6H12O3  1,5          
93 29,140 1537 2-Etoxi-etanol  Éteres C4H10O2        1,3 2,3 1,1  
94 29,444 1542 (E, E)-2,4-hexadieno  Hidrocarbonetos C6H10         1,6   
95 29,446 1542 Metil éster do ácido heptanóico Ésteres C8H16O2           1,3 
96 29,515 1544 1,3-Ditiano Compostos Organossulfurados C4H8S2  158,5 382,9   83,5      
97 29,572 1544 Formato de (Z)-3-hexen-1-ol Ésteres C7H17O2       3,3     
98 29,680 1546 Metil-2-propil-dissulfeto Compostos Organossulfurados C4H8S2      362,3      
99 29,709 1547 Metil éster do ácido tiocianico Compostos Organossulfurados C2H3NS       33,5 23,6    
100 30,290 1556 Octanal Aldeídos C8H16O 6,5    128,7  0,8   10,3  
101 30,654 1562 Metil éster do ácido 2-hexenóico Ésteres C7H12O2         6,6   
102 30,704 1563 cis-2-(2-Pentenil)-furano Compostos Furânicos C9H12O        1,3  2,2  
103 31,153 1570 trans-2-(2-Pentenil)furano Compostos Furânicos C9H12O         2,0  9,5 
104 31,175 1570 2-Propenil éster do ácido 2-butenóico Ésteres C7H10O2       16,0     
105 31,190 1571 Etil éster do ácido 3-hexenóico Ésteres C8H14O2           10,0 
106 31,674 1578 2-Etenil-tiofeno Compostos Organossulfurados C6H6S      17,3      
107 31,952 1582 2,2,6-Trimetil-ciclohexanona Cetonas C9H16O        0,9    
108 32,032 1584 Hexanonitrilo Compostos Azotados C6H11N       1,4     
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109 32,161 1586 4-Dietilamino-2-butanona  Compostos Azotados C8H17NO  6,4          
110 32,364 1589 1-Octen-3-ona Cetonas C8H14O       5,8   11,4  
111 33,086 1600 2,3-Dimetil-1,3-butadieno Hidrocarbonetos C6H10        1,0    
112 33,190 1601 2,3-Dimetil-oxirano  Éteres C4H8O  2,5          
113 33,815 1613  (E)-2-Penten-1-ol Álcoois C5H10O       2,1 7,9    
114 33,879 1614  (Z)-2-Heptenal Aldeídos C7H12O   5,3  40,4  22,9   45,9  
115 34,002 1617 1-Hidroxi-2-propanona  Cetonas C3H6O2 48,6 115,4 17,0 32,3 226,9     14,9  
116 34,013 1617 Acetato de (Z)-3-hexen-1-ol Ésteres C8H14O2       18,6 2,5 125,0 3,6 9,5 
117 34,683 1629  (Z)-2-Penten-1-ol Álcoois C7H12O       25,2 54,3    
118 35,024 1635 2,3-Octanodiona Cetonas C5H10O       26,7     
119 35,103 1637 Acetato de (E)-2-hexen-1-ol Ésteres C8H14O2         126,9   
120 35,345 1641 2-Metilhexil éster do ácido propanóico Ésteres C10H20O2         24,3   
121 35,561 1645 6-Metil-5-hepteno-2-ona Cetonas C8H14O     19,7  10,1    2,1 
122 35,956 1652 2,7-Dimetil-1-octeno Hidrocarbonetos C10H20          2,8  
123 37,581 1680 Alil isotiocianato Compostos Organossulfurados C4H5NS        2,5    
124 37,624 1681 Dipropil-dissulfeto  Compostos Organossulfurados C6H14S2   3174,0         
125 37,952 1686 Dimetil-trissulfeto  Compostos Organossulfurados C2H6S3  303,8 633,5         
126 38,241 1691 1-Hexanol Álcoois C6H14O     9,4  589,8 11,3 340,2 37,5 57,3 
127 38,825 1701  Allo-Ocimeno Compostos Terpénicos C10H16    4,8        
128 38,950 1703 (E)-3-Hexen-1-ol Álcoois C6H12O       161,9   83,4  
129 39,882 1721  (Z)-3-Hexeníl éster do ácido butanóico Ésteres C10H18O2        1,9 152,6   
130 39,756 1719 p-Menta-1,3,8-trieno Compostos Terpénicos C10H14 3,6   2,4 47,8       
131 39,885 1721 Metil éster do ácido octanóico  Ésteres C9H18O2          48,0 191,5 
132 39,939 1722 Propanoato de (Z)-3-hexen-1-ol Ésteres C9H16O2         25,6   
133 40,016 1724 Nonanal Aldeídos C9H18O   15,8       7,9  
134 40,155 1726 2-Nonanone Cetonas C9H18O     5,3       
135 40,539 1734  2,3,5,6-Tetrametil-fenol Álcoois C10H14O           10,5 
136 41,007 1742 (Z)-3-Hexen-1-ol Álcoois C6H12O       2468,5 174,4 4,0  143,5 
137 41,299 1748 Protanoato de (E)-2-hexen-1-ol Ésteres C9H16O2         44,7   
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138 41,451 1750 2-Isobutiltiazole Compostos Organossulfurados C7H11NS          82,9  
139 41,643 1754 (E,E)-2,4-Hexadienal Aldeídos C6H8O       23,0  1,7   
140 41,894 1759 3-Octen-2-ona Cetonas C8H14O     90,5       
141 41,981 1760 3-Etil-2-metil-1,3-hexadieno  Hidrocarbonetos C9H16          2,1  
142 42,161 1763  3-(4-Metil-3-pentenil)-furano Compostos Furânicos C10H14O          3,2  
143 42,191 1764 3,5-Octadien-2-ol Álcoois C8H14O       5,5     
144 42,324 1766 1,2,3,4-Tetrametil-benzeno  Compostos Benzénicos C10H14 4,9           
145 42,348 1767 Hexil éster do ácido butanóico Ésteres C10H20O2         9,4  5,8 
146 42,420 1768 6-Metil-3,5-heptadien-2-ona Cetonas C8H12O          4,4  
147 42,688 1773 (E)-2-Octen-1-ol  Álcoois C8H16O        1,0    
148 42,701 1773 (E)-2-Hexen-1-ol  Álcoois C6H12O         863,7  15,4 
149 42,774 1774  2,3-Dihidro-2-metil-benzofurano Compostos Furânicos C9H10O    9,7        
150 42,839 1775 3-Metil-1-isotiocianato-butano Compostos Organossulfurados C6H11NS        8,8    
151 42,859 1776 1,3-Dimetil-2-etil-benzeno Compostos Benzénicos C10H14 6,3           
152 43,094 1780  (E)-2-Octanal Aldeídos C8H14O  15,4 919,1  258,0     133,7  
153 43,154 1781 2-Metilhexil éster do ácido butanóico Ésteres C10H18O2         8,1   
154 43,303 1784 Etil éster do ácido octanóico Ésteres C10H20O2   1,7    4,8    48,3 
155 43,409 1786 (E)-2-Dodecenal  Aldeídos C12H22O  3,6           
156 43,270 1783 3-(Metiltio)-quinolina Compostos Organossulfurados C10H9NS 0,2           
157 43,737 1791 p-Cimeneno Compostos Terpénicos C10H12 29,3   82,2 358,7   1,6 4,1  50,4 
158 43,768 1792 1,2-dicloro-benzeno  Compostos Halogenados C6H4Cl2          1,1  
159 43,952 1795 1-Metoxi-4-metil-benzeno Compostos Benzénicos C8H10O           3,4 
160 44,105 1798 1-Metoxi-3-metil-benzeno Compostos Benzénicos C8H10O           0,9 
161 44,233 1800 1,4-dicloro-benzeno  Compostos Halogenados C6H4Cl2 2,0        1,8   
162 44,285 1801 1,3-bis(1,1-Dimetiletil)-benzeno Compostos Benzénicos C14H22      11,5 102,2     
163 44,482 1805 (E,E)-Cosmeno Compostos Terpénicos C10H14     11,0    2,4   
164 44,836 1812 2-Metil-1-propenil-benzeno Compostos Benzénicos C10H12 1,4           
165 45,056 1816 3,3'-Tiobis-1-propeno Compostos Organossulfurados C6H10S   7,7         
166 45,210 1819 Hexil n-valerato Ésteres C11H22O2       0,9     
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167 45,321 1821 1-Buteno-4-isotiocianato Compostos Organossulfurados C5H7NS        4,6    
168 45,543 1826 (Z)-2-Hexenil éster do ácido butanóico Ésteres C10H18O2         1,3  13,6 
169 45,983 1834 Ácido acético Ácidos Carboxílicos C2H4O2 113,5 385,3 70,2 182,2 1058,4   7,8  116,7 203,9 
170 45,717 1829 1-Octen-3-ol Álcoois C8H16O       27,8   6,9  
171 45,906 1833 Heptanol Álcoois C7H16O       5,6     
172 46,565 1845 Furfural Compostos Furânicos C5H4O2 35,4 202,3 9,8 60,0 291,4     18,8  
173 46,730 1848 (E)-2-Hexenil éster do ácido butanóico Ésteres C11H22O2         44,7  30,1 
174 46,950 1852 cis-3-Hexenil-α-metilbutirato Ésteres C11H20O2      0,0 50,9  53,1   
175 47,578 1864 Dialil disulfeto Compostos Organossulfurados C6H10S2      12177,4      
176 47,870 1869  4-Etil-ciclohexeno Hidrocarbonetos C8H14          28,3  
177 47,947 1871 (E,E)-2,4-Heptadienal  Aldeídos C7H10O     21,4  63,1  10,4   
178 47,996 1872  cis-3-Hexenil valerato Ésteres C11H20O2       86,3     
179 48,286 1877 Decanal Aldeídos C10H20O 5,9          17,4 
180 48,390 1879 3-Metil-ciclohexeno Hidrocarbonetos C7H12       6,6     
181 48,401 1879  2-Metoxi-3-(1-metilpropil)-pirazina Compostos Azotados C9H14N2O 2,0           
182 48,486 1881 Metil aliltioacetato Compostos Organossulfurados C6H10O2S      6,5      
183 48,872 1888 4-Hepten-1-ol Álcoois C7H14O       4,1     
184 48,969 1889 2-Etil-5-metil-furano Compostos Furânicos C7H10O  5,7          
185 49,167 1893 trans-3-Nonen-2-one Cetonas C9H16O       2,6     
186 49,421 1898 Ácido Fórmico  Ácidos Carboxílicos CH2O2 18,0 127,0  49,0 223,4       
187 49,579 1900 Benzaldeído Aldeídos C7H6O     60,2  135,4 13,8 9,2 12,5 4,3 
188 50,178 1912  4-Metilpentil Isotiocianato  Compostos Organossulfurados C7H13NS        66,0    
189 51,057 1929 Ácido propanóico Ácidos Carboxílicos C3H6O2 2,1 5,9   12,0     3,9  
190 50,249 1914  2,5-Dimetilacetofenona Cetonas C10H12O    3,7        
191 50,389 1916 (E)-2-Nonenal Aldeídos C9H16O    48,8 29,5  1,7   10,6  
192 50,429 1917 cis-4-Decenal Aldeídos C10H18O          32,8  
193 51,658 1941 
 6,6-Dimetil-2-metileno-
biciclo[2.2.1]heptan-3-ona 
Cetonas C10H14O     33,7       
194 51,684 1942 Ciclooctano Hidrocarbonetos C8H16  3,2          
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195 51,732 1942 1-Octanol Álcoois C8H18O     5,4  6,1  1,9 2,8 4,1 
196 52,331 1954 3,5-Octadieno-2-ona Cetonas C8H12O     28,3  51,2     
197 52,622 1959 5-Metilfurfural Compostos Furânicos C6H6O2 157,9 75,0      2,4 9,1 9,4 2,6 
198 52,754 1962 
 1,7,7-Trimetil-biciclo[2.2.1]hept-2-il éster 
do ácido acético 
Ésteres C12H20O2    24,3        
199 52,901 1965 1-Isotiocianato-hexano Compostos Organossulfurados C7H13NS        20,9    
200 52,955 1966 Metil éster Isotimol Compostos Terpénicos C11H16O    7,8        
201 53,164 1969 3,5,5-Trimetil-2-Ciclohexen-1-ona Cetonas C9H14O       25,9     
202 53,250 1971 2-Ciclopenteno-1,4-diona Cetonas C5H4O2 5,0 51,2   49,2     6,5  
203 53,337 1973 2,4-Hexadieno-1-ol Álcoois C6H10O         4,2   
204 53,534 1976 6,6-Dimetilhepta-2,4-dieno Hidrocarbonetos C9H16       14,1     
205 53,712 1980 
1,5-Dietenil-3-metil-2-metileno- (1α, 3α, 
5α) ciclohexano 
Hidrocarbonetos C12H18    12367,6        
206 54,580 1995 (Z)-2-Octeno-1-ol Álcoois C8H16O          1,5  
207 54,597 1996 
4,5,6,7-Tetrahidroindazole-3-
espirociclohexano 
Compostos Azotados C12H18N2    9,3        
208 54,617 1996 β-ciclocitral Compostos Terpénicos C10H16O       11,4 19,2 6,7 4,8 8,5 
209 54,698 1998  2,2-Dimethyl-3-octanol Álcoois C10H22O         9,3   
210 54,766 1999 Mirtenal Compostos Terpénicos C10H14O     43,8       
211 54,776 1999 2-(2-Propenil)-furano Compostos Furânicos C7H8O       3,6     
212 54,888 2101  2-(2-Etoxietoxi)-etanol Éteres C6H14O3 3,3 2,6  3,8  10,4  1,9  2,2  
213 54,941 2102 Etil éster do ácido 2-furancarboxílico Compostos Furânicos C7H8O3           3,4 
214 55,284 2110 Butirolactona  Cetonas C4H6O2 8,8 6,7  11,4 67,0  3,2 3,0 3,4 9,9 27,2 
215 55,552 2115 2-Dodecenal Aldeídos C12H22O          3,7  
216 55,656 2118 (E)-2-Decenal  Aldeídos C10H18O     9,3       
217 55,727 2119 
1,7,7-Trimetil-2-vinilbiciclo [2.2.1]hept-2-
eno 
Compostos Terpénicos C12H18 1,9           
218 55,819 2121 Ácido 2-propanóico Ácidos Carboxílicos C3H4O2 18,7           
219 55,967 2124 Benzenoacetaldeído Aldeídos C8H8O        21,4 12,9 9,3  
220 56,213 2129 Acetofenona Cetonas C8H8O       35,7     
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221 56,268 2131 (E)-Pinocarveol Compostos Terpénicos C10H16O     83,7       
222 56,390 2133 4,7-Dimetil-1,6-Octadien-3-ol-isovalerato Compostos Terpénicos C15H26O2 18,6           
223 56,484 2135  Dipropil-trissulfeto Compostos Organossulfurados C6H14S3   291,1         
224 56,634 2138 1-Deceno Hidrocarbonetos C10H20         2,2  5,9 
225 56,707 2140 (Z)-β-Farneseno Compostos Terpénicos C15H24 3,0           
226 56,798 2142 α-Ocimene  Compostos Terpénicos C10H16    1449,9        
227 56,878 2143 5-Bromo-1-hexeno Compostos Halogenados C6H11Br         44,9   
228 56,918 2144 2-Furanmetanol Compostos Furânicos C5H6O2 58,8 92,1 8,3  432,9   0,8  26,3 10,7 
229 56,981 2146 Linalil Isobutirato  Ésteres C14H24O2    500,1        
230 57,290 2152 Ácido 3-metilbutanóico  Ácidos Carboxílicos C5H10O2          1,1  
231 57,394 2154 β-Citral Compostos Terpénicos C10H16O          4,9  
232 57,149 2149 (E)-β-Farneseno Compostos Terpénicos C15H24    222,5       2,9 
233 57,627 2159 5-Metil-2 (5H)-furanona Compostos Furânicos C5H6O2  5,0        2,4  
234 57,746 2161 (Z)-3-Noneno-1-ol Álcoois C9H18O       6,4     
235 57,819 2163 (E)-2-Hexenil tiglato Ésteres C11H18O2         64,3   
236 57,970 2166 1-Isotiocianato-heptano Compostos Organossulfurados C8H15NS        23,0    
237 58,074 2168 1,3-Diisopropenil- 6-metil-ciclohexano Compostos Terpénicos C13H20    53,3 56,9       
238 58,168 2170 α-Terpineol Compostos Terpénicos C10H18O           293,3 
239 58,178 2170 Ácido crotónico Ácidos Carboxílicos C4H6O2  4,6          
240 58,344 2173 (E,E)-2,4-Nonadienal  Aldeídos C9H14O     43,7  5,1   2,4  
241 59,362 2194 trans-α-Bergamoteno Compostos Terpénicos C15H24 3,1   102,9        
242 59,503 2197 5-Metil-2-furanmetanol  Compostos Furânicos C6H8O2     3,1       
243 59,594 2199 Geranial Compostos Terpénicos C10H16O          19,5  
244 59,655 2200 1,2-Dimetoxi-benzeno  Éteres C8H10O2       32,4  0,7   
245 59,839 2204 3-Vinil-1,2-ditiociclohex-4-eno Compostos Organossulfurados C6H8S2      1385,0      
246 59,891 2205 Naftaleno Derivados do Naftaleno C10H8 2,8    12,8   4,7 9,8 1,1 2,5 
247 59,752 2202 3,5-Dimetil-2-(metiltio)-tiofeno Compostos Organossulfurados C7H10S2  6,4          
248 60,226 2212 
 2-Formilmetil-4,6,6-trimetil-
biciclo[3.1.1]hept-3-eno 
Aldeídos C12H18O    49,1        
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249 60,463 2217  1-Isotiocianato-octano Compostos Organossulfurados C9H17NS        15,7    
250 60,897 2227 2-(5H)-Furanona Compostos Furânicos C4H4O2 9,0 13,9   81,3     1,9  
251 61,073 2231 2-Vinil-1,3-ditiane Compostos Organossulfurados C6H10S2      30,7      
252 61,131 2232 3,5-Dietil-1,2,4-tritiolano Compostos Organossulfurados C6H12S3  7,3 105,9         
253 61,274 2235 Santolina Trieno Compostos Terpénicos C10H16 14,6   1207,4        
254 61,459 2239 1-(4-Metilfenil)-etanona Cetonas C9H10O     77,3       
255 61,481 2239 1,3-Ciclopentanodiona Cetonas C5H6O2 20,2          26,5 
256 61,487 2240 2-Hidroxi-2-ciclopenten-1-ona  Cetonas C5H6O2  25,8          
257 61,712 2244 5-Etil-2-imino-tiazolidin-4-ona Compostos Organossulfurados C5H8N2OS  2,3          
258 61,763 2245  2-Hidroxi-metil éster do ácido benzóico Ésteres C8H8O3       1,5 6,8    
259 62,003 2250  1,2,4,5-Tetrametil-benzeno Compostos Benzénicos C10H14    9,9        
260 62,200 2255 Dialil trissulfeto Compostos Organossulfurados C6H10S3      2151,8      
261 62,513 2261 5-(Hidroximetil)furfural Compostos Furânicos C6H6O3 643,3   244,9 1130,7     205,8  
262 62,604 2263 1-Etil-2,4-dimetil-benzeno Compostos Benzénicos C10H14     12,5       
263 62,681 2265 2,3-Dimetoxitolueno Compostos Benzénicos C9H12O2         3,0   
264 62,701 2265 2,4-Decadienal Aldeídos C10H16O  6,7 4,7       16,9 2,6 
265 62,795 2267 α-Etenil-benzenometanol Álcoois C9H8O       1,6     
266 62,817 2268 cis-Geraniol Compostos Terpénicos C10H18O    5,8        
267 62,984 2271 Geosmina Compostos Terpénicos C12H22O 8,0           
268 63,103 2274 3-Metil-1,2-ciclopentanodiona Cetonas C6H8O2     1,7       
269 63,121 2274 2,2'-Bipiridina-3,3'-diol Compostos Azotados C10H8N2O2 1,3           
270 63,194 2276 
1,2,3,4-Tetrahidro-1,6,8-trimetil-
naftaleno 
Derivados do Naftaleno C13H18    6,0     1,8   
271 63,203 2276 Cis-carveol Compostos Terpénicos C10H16O     6,0      2,6 
272 63,280 2277 2,3-Dimetil-tiofeno Compostos Organossulfurados C6H8S  45,0          
273 63,402 2280 3-Vinil-1,2-ditiociclohex-5-eno Compostos Organossulfurados C6H8S2      119,7      
274 63,411 2280 Ácido hexanóico Ácidos Carboxílicos C6H12O2     19,3     13,5 8,9 
275 63,418 2280 Etil éster do ácido decanóico Ésteres C12H24O2       16,9     
276 63,487 2282 Geranil acetona Compostos Terpénicos C13H22O   8,9 13,2      101,1 39,1 
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277 63,495 2282 p-Cimen-8-ol Compostos Terpénicos C10H14O 5,2   13,6 1411,9       
278 63,709 2286 2-Metoxi-fenol Álcoois C7H8O2          7,4 2,1 
279 63,790 2288 2,4-Ditiopentano Compostos Organossulfurados C3H8S2      76,2      
280 63,876 2290 2-(1,1-Dimetiletil)-1,4-dimetoxi-benzeno Compostos Benzénicos C12H18O2    11,4        
281 63,969 2292 Álcool benzílico Álcoois C7H8O       1,2   3,0  
282 64,209 2296 4-Metil-5H-furano-2-one Compostos Furânicos C7H8O          1,1  
283 64,316 2299 Linalil Isovalerate Compostos Terpénicos C15H26O2    55,9        
284 64,378 2300 2,4-Dimetil-quinolina  Compostos Azotados C11H11N    48,1        
285 64,525 2303 2,4-Dimetil-cumeno Compostos Terpénicos C11H16    9,0        
286 64,535 2303 Feniletil alcóol Álcoois C8H10O       6,8 31,9 13,1 26,0  
287 64,701 2306 2-Feniletil cianido Compostos Azotados C9H9N        151,9    
288 64,856 2309 Fenilacetonitrilo Compostos Azotados C8H7N       4,8     
289 64,935 2311 β-Ionona Compostos Terpénicos C13H20O    7,2   14,4 58,7 7,6 5,8 4,8 
290 65,363 2319 2,7-Dimetil-naftaleno Derivados do Naftaleno C12H12    2,8        
291 65,563 2323  2-Metoxi-5-metil-tiofeno Compostos Organossulfurados C6H8OS  13,3          
292 65,579 2323 Acetato de citronelil Compostos Terpénicos C12H22O2         3,6   
293 65,649 2325 3,5-Dihidroxitolueno Compostos Benzénicos C7H8O2    48,8        
294 65,649 2325 2,5-Furanodicarboxaldeído Compostos Furânicos C6H4O3 13,6 57,6   41,8     8,6  
295 65,691 2326 1-Isotiocianato-3-(metiltio)-propano Compostos Organossulfurados C5H9NS2        9,4    
296 65,825 2328 Dihidro-4-hidroxi-2(3H)-furanona Compostos Furânicos C4H6O3 26,7           
297 65,917 2330 Fenol Álcoois C6H6O 2,3      3,6     
298 66,761 2346 
Metil éster do ácido 
ciclopropanocarboxílico 
Ésteres C5H8O2      18,6      
299 67,094 2352  1,3-Dihidroxi-2-propanona Cetonas C3H6O3  33,6   74,3       
300 67,261 2356 N-metil-1,3-propanodiamina  Compostos Azotados C4H12N2 68,1    146,0       
301 67,402 2358 
2-Metil-7-exo-fenil-biciclo [4.2.0]-oct-1-
eno  
Compostos Terpénicos C15H18        5,1    
302 67,481 2360 (E)-4-metoxi-2-hexeno Éteres C7H14O     50,9       
303 67,677 2363 Angelicina Compostos Furânicos C11H6O3 6,5           
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304 68,029 2370 Carvacrol Compostos Terpénicos C10H14O    5,6        
305 68,229 2374 Eugenol Compostos Terpénicos C10H12O2          4,6 33,6 
306 68,368 2376 Metilisoeugenol Compostos Terpénicos C11H14O2           18,5 
307 68,587 2380 5-Acetoximetil-2-furaldeído Compostos Furânicos C8H8O4  25,6   28,0       
308 69,481 2397 Heptadecano Hidrocarbonetos C17H36    20,2        
309 69,535 2398 2-Feniletil isotiocianato Compostos Organossulfurados C9H9NS        27182,8    
310 69,773 2402 Miristicina Compostos Benzénicos C11H12O3 38,0    4260,3      11,3 
311 69,837 2403 
2,3-Dihidro-3,5-dihidroxi-6-metil-4H-
piran-4-ona 
Cetonas C6H8O4  299,3  103,1        
312 70,306 2412 
10,10-Dimetil-2,6-dimetileno-
biciclo[7.2.0]undecano-5-β-ol 
Compostos Terpénicos C15H24O    17,5        
313 70,500 2415 Ácido undecanóico Ácidos Carboxílicos C11H22O2 104,4    203,5       
314 70,988 2424 3-Isotiocianatopropil-benzeno Compostos Organossulfurados C10H11NS        30,8    
315 70,990 2424  N-Metil-N-nitroso-2-propanamina Compostos Azotados C4H10N2O     89,1       
316 71,174 2427 (Z)-isoeugenol Compostos Terpénicos C10H12O2           4,1 
317 72,229 2446 (Z)-8-Dodeceno-1-ol Álcoois C12H24O 131,4           
318 72,802 2456 Ácido 3-furanocarboxílico Compostos Furânicos C5H4O3    18,4        
319 72,929 2458 Ácido benzenocarboxílico Ácidos Carboxílicos C7H6O2       16,2     
320 72,944 2459 Ácido 2-furanocarboxílico Compostos Furânicos C5H4O3  17,9   59,1       
    Número total de compostos  61 49 29 59 71 21 88 51 57 77 65 
    Área Total (× 108) 46,2 34,2 67,2 383,1 278,4 173,1 57,3 281,6 28,6 28,8 86,8 
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